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Abstract 
Natural food ingredients can have a genotoxic potential. An example of this is phenylpropanoids, 
which are secondary plant constituents found in a variety of spice and herbal plants. Prominent 
representatives of these substances are estragole and methyleugenol. Both allylic compounds have 
hepatocarcinogenic effects in animal experiments, whereby the ultimate carcinogen postulated is 
the formation of a carbenium ion as a result of the spontaneous cleavage of a sulfate residue after 
hydroxylation and subsequent sulfonation of the side chain. This carbenium ion is able to form 
adducts with nucleophiles such as proteins and DNA. α- and β-asarone occupy a special position in 
the context of phenylpropenes as a whole, because in contrast to other 1-propenylenic 
phenylpropenes such as anethole, methylisoeugenol and isosafrol, they are carcinogenic in animal 
experiments, just like the allylic compounds estragole and methyleugenol.  
At the beginning of the present PhD thesis the metabolism of α- and β-asarone was widely unknown. 
From previous studies, the hypothesis was derived that the two 1-propenyl asarones are not 
metabolized and thus activated by hydroxylation and subsequent sulfonation like the allylic 
representatives, but that epoxidation of the side chain could lead to reactive metabolites. After the 
metabolite spectrum of α- and β-asarone was elucidated and the epoxides were identified as 
responsible for the mutagenic potential of the compounds in the Ames fluctuation test, the question 
of DNA adduct formation in primary rat hepatocytes was to be answered. For this purpose, the 
reactivity of the asarone epoxides to deoxynucleosides was investigated and the adducts formed 
were characterized. In an in-vitro study, a concentration-dependent relationship to the formed DNA 
adducts could be determined using a sensitive UHPLC-MS/MS method. Furthermore, in 
investigations of time dependency, indications of repair of the formed adducts were found. 
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Kurzzusammenfassung 
Natürliche Inhaltstoffe von Lebensmitteln können ein gentoxisches Potential haben. Ein Beispiel 
dafür sind Phenylpropanoiden, welche als sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe in einer Vielzahl von 
Gewürz- und Kräuterpflanzen vorkommen. Zu den prominenten Vertretern dieser Stoffe gehören 
Estragol und Methyleugenol. Beide allylische Verbindungen wirken hepatokanzerogen im 
Tierversuch, wobei als ultimales Kanzerogen die Bildung eines Carbeniumions infolge einer 
spontanen Abspaltung eines Sulfatrestes nach Hydroxylierung und anschließender Sulfonierung 
der Seitenkette postuliert wird. Dieses Carbeniumion ist in der Lage mit Nukleophilen wie Proteinen 
und DNA Addukte zu bilden. α‐ und β‐Asaron nehmen im Gesamtkontext der Phenylpropene eine 
Sonderstellung ein, denn im Gegensatz zu anderen 1‑propenylischen Phenylpropenen wie Anethol, 
Methylisoeugenol und Isosafrol sind sie wie die allylischen Verbindungen Estragol und 
Methyleugenol kanzerogen im Tierversuch.  
Zu Beginn der vorliegenden Promotionsarbeit war der Metabolismus von α‐ und β‑Asaron 
weitestgehend unbekannt. Aus früheren Studien leitete sich die Hypothese ab, dass die beiden 
1‑propenylischen Asarone, nicht wie die allylischen Vertreter über Hydroxylierung und 
anschließender Sulfonierung metabolisiert und somit aktiviert werden, sondern eine Epoxidierung 
der Seitenkette zu reaktiven Metaboliten führen könnte. Nachdem das Metabolitenspektrum von α‐ und β‐Asaron aufgeklärt wurde und die Epoxide als verantwortlich für das mutagene Potential 
der Verbindungen im Ames-Fluktuationstest identifiziert werden konnten, sollte die Frage der 
DNA-Adduktbildung in primären Rattenhepatozyten beantwortet werden. Hierfür wurde die 
Reaktivität der Asaronepoxide gegenüber 2′-Desoxynukleosiden untersucht und die gebildeten 
Addukte charakterisiert. In einer in-vitro-Studie konnte mit Hilfe einer sensitiven UHPLC-MS/MS-
Methode ein konzentrationsabhängiger Zusammenhang zu den gebildeten DNA-Addukten 
festgestellt werden. Weiter wurden in Untersuchungen zur Zeitabhängigkeit Hinweise auf Reparatur 
der gebildeten Addukte gefunden. 
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1 EINLEITUNG 
Die Untersuchung gentoxischer Kanzerogene auf die Bildung von DNA‐Addukten als Biomarker der 
Wirkung und ebenso als Indikatoren für das Krebsrisiko ist eine bewährte Methode, welche eine 
stetige Entwicklung durch neue Analyseverfahren erfährt. Durch schon lang bekannte Methoden 
wie das 32P‑Postlabeling kann sensitiv das Vorkommen von DNA‑Addukten detektiert werden. 
Durch modernere Methoden wie dem Einsatz von hochauflösender Massenspektroskopie ist es 
zusätzlich möglich, auch die Struktur von DNA‑Addukten aufzuklären und gezielt nach einzelnen 
strukturellen Veränderungen der DNA zu forschen. Durch stetige Verbesserungen der 
Analysemethoden und somit Senkung der Nachweisgrenzen auf unter ein Addukt pro 108 
Nukleosiden, ist es für immer mehr Substanzen möglich neben dem Vorhandensein von 
DNA‑Addukten, auch Hinweise auf deren Struktur zu erhalten. 
Das Vorkommen von gentoxischen Kanzerogenen als Kontaminanten in Lebensmitteln ist 
spätestens seit den Erkenntnissen über Acrylamid und anderen hitzeinduzieren Kontaminanten im 
Bewusstsein der aktuellen Forschung. Daneben können auch natürliche Inhaltstoffe von 
Lebensmitteln ein gentoxisches Potential haben. Um solche Inhaltsstoffe handelt es sich zum 
Beispiel bei Phenylpropenen, einer Untergruppe der Phenylpropanoiden, welche als sekundäre 
Pflanzeninhaltsstoffe in einer Vielzahl von Gewürz- und Kräuterpflanzen vorkommen. Strukturell 
handelt es sich hier um einen Benzolring, welcher zum einen eine 1‑propenylische oder allylische 
(2‑propenylische) Seitenkette und zum anderen verschiedene Substituenten wie Methoxy‐ und/oder 
Hydroxygruppen trägt. Zu den prominenten Vertretern dieser Stoffe gehören Estragol und 
Methyleugenol. Beide allylische Verbindungen wirken hepatokanzerogen im Tierversuch, wobei als 
ultimales Kanzerogen die Bildung eines Carbeniumions infolge einer spontanen Abspaltung eines 
Sulfatrestes nach Hydroxylierung und anschließender Sulfonierung der Seitenkette postuliert wird. 
Dieses Carbeniumion ist in der Lage mit Nukleophilen wie Proteinen und DNA Addukte zu bilden.  
In dieser Arbeit liegt der Fokus auf den beiden 1‑propenylischen Vertreten der Phenylpropene, α‐ und β‐Asaron. Diese Beiden nehmen im Gesamtkontext der Phenylpropene eine Sonderstellung 
ein, denn im Gegensatz zu anderen 1‑propenylischen Phenylpropenen wie Anethol, 
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Methylisoeugenol und Isosafrol sind sie wie die allylischen Verbindungen Estragol und 
Methyleugenol kanzerogen im Tierversuch.  
Ebenso war zu Beginn der vorliegenden Promotionsarbeit der Metabolismus von α‐ und β‑Asaron 
weitestgehend unbekannt. Aus früheren Studien leitete sich die Hypothese ab, dass die beiden 
1‑propenylischen Asarone, nicht wie die allylischen Vertreter über Hydroxylierung und 
anschließender Sulfonierung metabolisiert und somit aktiviert werden, sondern eine Epoxidierung 
der Seitenkette zu reaktiven Metaboliten führen könnte. 
Das im Folgenden vorgestellte Forschungsprojekt ist ein Teilaspekt eines gemeinschaftlich 
durchgeführten DFG‐Projektes (Nr. 241845322) der Arbeitsgruppen Prof. Dr. Dr. Dieter Schrenk 
(Technische Universität Kaiserslautern) und Prof. Dr. Melanie Esselen (Westfälische 
Wilhelms‑Universität Münster) mit dem Titel „Metabolismus und Gentoxizität in der Nahrung 
vorkommender kanzerogener Phenylpropanoide“.  
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2 KENNTNISSTAND 
In diesem Kapitel wird zuerst auf allgemeine Grundlagen, welche Basis für die vorliegenden Arbeit 
sind eingegangen. Im Folgenden wird der aktuelle Kenntnisstand zu Beginn der praktischen 
Arbeiten zu den untersuchten Verbindungen α‑ und β‑Asaron abgebildet. Zuerst werden die 
physikochemischen Eigenschaften dargelegt und das Vorkommen erläutert. Danach wird auf 
Toxikokinetik, Metabolismus und Toxikodynamik der beiden Asarone im Detail eingegangen.  
Nomenklatur 
Zur besseren Übersichtlichkeit und da die IUPAC-Namen der im Folgenden behandelten Substanzen 
zu sehr langen, nur schwer zuzuordnenden Namen führen würden, wird eine vereinfachter 
Nomenklatur eingeführt. Hierzu wird die Nummerierung des Kohlenstoffgrundgerüstes der 
Muttersubstanzen stets beibehalten, hier dargestellt am Beispiel 
von α‑Asaron. Weiter werden Muttersubstanzen und deren 
abgeleitete Metaboliten mit einer trans‑konfigurierten Seitenkette 
mit α bezeichnet und mit β bei einer cis‑Konfiguration der Seitenkette. Diese Vereinfachung dient 
einer besseren Übersichtlichkeit beim Zuordnen der Signale im 1H‑NMR‑Spektrum und bei der 
Beschreibung der Reaktivitäten. Weiter ist es so möglich, die Abstammung der Metaboliten dem 
Namen zu entnehmen. Die IUPAC‑Namen der Verbindungen können der einleitenden Liste in 
Kapitel 7.1 entnommen werden. 
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2.1 Allgemeine Grundlagen 
2.1.1 Phenylpropanoide 
Phenylpropanoide sind sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe, welche aus dem Grundbaustein 
L‑Phenylalanin abgeleitet werden. Pflanzen und Mikroorganismen sind in der Lage L‑Phenylalanin 
über den Shikimisäureweg zu synthetisieren. Durch Desaminierung entsteht Zimtsäure, welche 
nach Hydroxylierung in p‑Position mit Coenzym A (CoA) kondensiert. p‑Cumaryl‑CoA ist die 
Vorläuferverbindung für eine Vielzahl an Naturstoffen (Abbildung 2-1). Als einfachste 
Phenylpropanoide gelten die Hydroxyzimtsäuren, wie Sinapinsäure oder auch Monolignole, wie 
Coniferylalkohol (Abbildung 2-2). Sie beide tragen das charakteristische Grundgerüst aus 
Benzolring und C3‑Seitenkette, sowie Substituenten am Benzolring (Methoxy‑, Hydroxy‑, und/oder 
Methylendioxy‑Gruppen) (Dixon et al., 2002, Vogt, 2010).  
Aus p‑Cumaryl‑CoA leiten sich viele Verbindungen der Untergruppen Flavonoide, Isoflavonoide, 
Cumarine, Stilbene, Catechine, Proanthocyanidine, Lignane/Lignine und Phenylpropene ab. Die in 
dieser Arbeit untersuchten Phenylpropanoide gehören zur Untergruppe der Phenylpropene. Diese 
zeichnen sich durch eine ungesättigte C3‑Seitenkette aus. Innerhalb dieser Untergruppe wird noch 
weiter zwischen den allylischen und den 1‑propenylischen Phenylpropenen unterschieden. Die 
bekanntesten Vertreter der allylischen Phenylpropene sind Methyleugenol, Estragol, Eugenol, 
Apiol, Myristicin und Safrol. In der Gruppe der 1‑propenylischen Phenylpropenen findet man den 
bekanntesten Vertreter Anethol, aber auch Methylisoeugenol und Isoeugenol (Abbildung 2-3). Auch 
die in dieser Arbeit betrachteten Asarone α‑ und β‑Asaron gehören zur Gruppe der 1‑propenylischen 
Phenylpropene.  
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Abbildung 2-1:  Diversifizierung von Phenylpropanoiden basierend auf dem allgemeinen Phenylpropanoid‑Weg. Die 
Metaboliten des Shikimatwegs und der zentrale Metabolit p‑Cumaryl-CoA sind hervorgehoben.  
PEP: Phosphoenolpyruvat, PAL: Phenylalanin‑Ammoniak-Lyase (modifiziert nach Vogt, 2010). 
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Abbildung 2-2:  Strukturen der Phenylpropan‑Grundstruktur (links), von Sinapinsäure (mitte) und Coniferylalkohol (rechts). 
Im Allgemeinen scheint es strukturelle Merkmale zu geben, welche für das kanzerogene Potential 
der Phenylpropene verantwortlich sind. Die meisten in dieser Hinsicht positiv getesteten 
Substanzen weisen folgende strukturelle Gemeinsamkeiten auf: allylische Seitenkette in 
Kombination mit ein oder zwei Sauerstoffsubstituenten am Benzolring und keine freie phenolische 
Hydroxygruppe. Safrol, Methyleugenol und Estragol sind kanzerogen in vivo (Miller et al., 1983), 
wohingegen andere allylische Phenylpropanoide, welche mehr als zwei Sauerstoffgruppen oder eine 
phenolische Hydroxygruppe tragen wie Apiol, Eugenol und Myristicin nicht (hepato)kanzerogen im 
Tierversuch waren (Miller et al., 1983). Die Bildung eines ultimalen Kanzerogens verläuft sowohl für 
Safrol als auch für Methyleugenol und Estragol über den gleichen Weg ab. Zuerst findet eine 
Cytochrom P 450‑Enzym (CYP) vermittelte 1′‑Hydroxylierung der Seitenkette statt. Diese 
Hydroxygruppe wird anschließend mittels Sulfotransferase (SULT) sulfoniert und es entsteht nach 
spontaner Abspaltung des Sulfatrestes ein reaktives Carbeniumion (Abbildung 2-4). 
Diese Aktivierung findet bei den anderen allylische Phenylpropenen nicht statt. Zum einen 
aufgrund der phenolischen Hydroxygruppe, welche rasch durch Enzyme wie Glucoronidasen 
abgefangen werden, und zum anderen aufgrund der sterischen Hinderung der vielen Substituenten 
am Benzolring die nicht durch die CYP hydroxyliert werden können, nicht statt.  
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Abbildung 2-3:  Strukturen der bekanntesten Vertreter der Phenylpropene. Allylische Phenylpropenen in blau, 
1‑propenylische Phenylpropenen in schwarz. 
 
Abbildung 2-4:  Metabolische Aktivierung von allylischen Phenylpropenen am Beispiel von Methyleugenol. CYP: Cytochrom 
P 450 Enzyme, SULT: Sulfotransferase. 
Die 1‑propenylischen Vertreter Anethol und Isosafrol zeigen keine oder keine eindeutige 
kanzerogene Wirkung in vivo (IARC, 1976; Kim et al., 1999; Miller et al., 1983; Purchase et al, 1992; 
Wiseman et al., 1987). Im Gegensatz hierzu zeigt die 1‑propenylischen Verbindungen Isoeugenol 
positive Effekte lediglich bei männlichen Mäusen, und die beiden 1‑propenylischen Asarone, α‑ und β‑Asaron sind kanzerogen im Tierversuch (Wiseman et al., 1987). 
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2.1.2 Chemische Kanzerogenese 
Als Kanzerogenese wird der Prozess der Entstehung von malignen (bösartigen) Tumoren, für welche 
endogene und exogene Faktoren wie Chemikalien, ionisierende Strahlung und Viren verantwortlich 
sind bezeichnet. Diese Faktoren werden als Kanzerogene bezeichnet. Unter chemischen 
Kanzerogenen sind Substanzen definiert, die: ∘ Tumoren induzieren, welche in nicht‑exponierten Individuen nicht entstehen. ∘ Tumoren mit einer erhöhten Inzident induzieren, welche auch in nicht‑exponierten 
Individuen entstehen. ∘ zur früheren Entwicklung von Tumoren führen als in nicht‑exponierten Individuen. ∘ die Multiplizität von Tumoren erhöhen. 
Sowohl die Anzahl der Tumore als auch die Latenzzeit bis zur Tumorentstehung ist abhängig von 
der Dosis des Kanzerogens. Es kann zwischen direkten und indirekten Kanzerogenen unterschieden 
werden. Direkte Kanzerogene wirken unverändert, also direkt kanzerogen, indirekte Kanzerogene 
hingegen müssen erst metabolisch aktiviert werden, sodass die gebildeten Metaboliten die 
eigentlich kanzerogen wirkenden Verbindungen sind. Weiter wird unterschieden, ob es sich um ein 
gentoxisches Kanzerogen, d. h. eine Substanz, welche mit der DNA interagiert und Mutationen 
auslösen kann, oder um ein nicht‑gentoxisches Kanzerogen, d. h. eine Substanz, die Prozesse wie 
die Zellproliferation beeinflussen und eher als Tumorpromotor wirken kann, handelt (Marquardt, 
2013; Vohr, 2010).  
Die chemische Kanzerogenese wird heute als komplexer und mehrstufiger Prozess betrachtet, 
welcher aus mindestens drei Phasen, der Initiation, der Promotion und der Progression besteht. Als 
Initiation wird die Erzeugung einer Mutation durch ein DNA‑schädigendes Agens verstanden, 
welches zu einer irreversiblen Veränderung des Erbgutes führen kann. Dies ist ein sehr seltenes und 
auf einzelne Zellen begrenztes Ereignis, mit welchem die initiierte Zelle einen Wachstumsvorteil 
erlangt, welche in dieser Phase sehr gering ist und ohne Promotion nur sehr langsam erfolgt. Die 
Initiation kann schnell und schon nach einmaliger Exposition erfolgen. Aufgrund der geringen 
phänotypischen Veränderung von initiierten Zellen sind diese nur schwer von normalen Zellen zu 
unterscheiden. Die Promotion wird als Prozess der Beschleunigung der Tumorentstehung 
verstanden. Ohne vorhergehende Initiation führen tumorpromovierende Substanzen nicht zu 
Tumoren. Ihre Exposition benötigt einen längeren Zeitraum und für die meisten Tumorpromotoren 
wird auch eine Schwellendosis angenommen. Dieser Prozess ist, im Gegensatz zur Initiation, 
reversibel. Tumorpromotoren wirken auf das gesamte Gewebe und führen zu einer selektiven 
Vermehrung der initiierten Zellen. Hieraus entsteht eine Vergrößerung der präneoplastischen 
Population, welche zur Bildung eines benignen Tumors führt. Während der Progression findet nun 
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die Umwandlung von Präneoplasien und benignen Tumoren in maligen Tumoren statt. Dieser 
Prozess beinhaltet zahlreiche genetische und phänotypische Veränderungen und führt auch oft zum 
Verlust oder der Inaktivierung von Genen, welche für z. B. die DNA‑Reparatur, Zellzykluskontrolle, 
Apoptose etc. verantwortlich sind. Phänotypisch lässt sich ein weitestgehend uneingeschränktes 
Wachstum unter Verdrängung von gesundem Gewebe feststellen. Weiter findet auch eine 
Umprogrammierung zugunsten der Energiegewinnung und der Synthese von Makromolekülen für 
die Zellvermehrung statt (Fahrer und Kaina, 2017; Lohs et al., 1999; Marquardt, 2013; Vohr, 2010). 
Zur Verhinderung von Promotion und Progression bestehen verschiedene Kontroll‑ und 
Abwehrmechanismen, welche das Entstehen von initiierten Zellen verhindern sollen. DNA‑Schäden 
können noch vor der Manifestation einer Mutation repariert werden. Dies kann auf verschiedene 
Wegen Ablaufen, welche stark von der Art des DNA‑Schadens abhängig sind. So wird zum Beispiel 
die Methylierung am O6 des Guanins durch direkte Schadensreversion enzymatisch 
(O6‑Methylguanin‑Methyltransferase; MGMT) rückgängig gemacht. Alkylierte oder oxidierte Basen, 
sowie Einzelstrangbrüche können mittels Basenexzisionsreparatur (BER) behoben werden. Hierbei 
werden zunächst die betroffenen Basen ausgeschnitten, sodass eine apurinische oder 
apyrimidinische (AP) Stelle entsteht. Nach Ausschneiden der AP-Stelle zusammen mit einigen 
Nachbar‑Nukleotiden erfolgt die Neusynthese anhand des intakten unveränderten Gegenstrangs. 
Kommt es aufgrund von sperrigen DNA‑Addukten oder Cyclobutandimeren (z. B. durch 
photoinduzierte Dimerisierung benachbarter Thymin‑Reste) zur Verzerrung der helikalen Struktur 
der DNA, so wir die Nukleotidexzisionsreparatur (NER) aktiv. Durch Ausschneiden eines größeren 
Bereichs (ca. 30 Nukleotide), welcher den Schaden enthält, wird durch die Information des 
Gegenstrangs der betroffene Bereich neu synthetisiert. Bei Basenfehlpaarungen greift die 
Mismatch‑Reparatur (MMR), welche im Grunde wie die BER und NER ablaufen. Doppelstrangbrüche 
werden über homologe Rekombination (HR) oder nicht‑homologe Endenvereinigung 
(non‑homologous end joining, NHEJ) repariert. Während bei der HR das homologe Chromosom als 
Vorlage für die Verbindung und Neusynthese dient, werden bei der NHEJ die Enden der 
Doppelstränge ohne Vorlage verbunden. Diese Reparatur ist deutlich fehleranfälliger als die HR, 
wird jedoch benötigt, da die HR nur in der S‑ und G2‑Phase des Zellzyklus ablaufen kann (Fahrer 
und Kaina, 2017; Vohr, 2010). Ein weiterer Mechanismus zur Eliminierung von initiierten Zellen ist 
die Induktion der Apoptose. Persistiert ein DNA‑Schaden, so kann dieser Prozess, welcher auch als 
programmierter Zelltod bezeichnet wird, ausgelöst werden. Die Apoptose ist ein streng regulierter 
Weg, welcher in den extrinsischen (rezeptorvermittelten) und den intrinsischen (mitochondrialen) 
Signalweg eingeteilt werden kann, welche beide durch einen DNA‑Schaden induziert werden 
können. Der so eingeleitete Zelltod sorgt nun dafür, dass Zellen mit geschädigtem Erbgut eliminiert 
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werden und somit die Tumorentstehung verhindert werden kann (Fahrer und Kaina, 2017; Vohr, 
2010). 
2.2 Asarone 
2.2.1 Physikalisch-chemische Eigenschaften 
α‐Asaron (1,2,4-Trimethoxy-5-[(1E)-1-propen-1-yl]benzol, CAS: 2883-98-9) und β-Asaron (1,2,4-
Trimethoxy-5-[(1Z)-1-propen-1-yl]benzol; CAS: 5273-86-9) haben die Summenformel C12H16O3 und 
ein Molekulargewicht von 208,254 g mol-1. β-Asaron weist eine Dichte von 1,082 g cm-3 auf. Bei 
Raumtemperatur (RT) liegt α-Asaron als farbloser, kristalliner Feststoff vor. Sein Schmelzpunkt 
liegt bei 57–61 °C und sein Siedepunkt bei 296 °C. Im Gegensatz dazu liegt β-Asaron mit einem 
Schmelzpunkt von 16–18 °C bei RT als farbloses Öl vor. Unterhalb dieser Temperatur bildet es 
farblose Kristalle (Cartus, 2014). Beide Isomere sind sehr schwer löslich in Wasser, jedoch leicht 
löslich in organischen Lösungsmitteln wie Methanol, Chloroform, Acetonitril oder 
Dimethylsulfoxid (DMSO). 
Asarone zählen zu den Phenylpropanoiden und hier zu der Gruppe der Phenylpropene. Strukturell 
unterscheiden sich α- und β-Asaron nur in der Konfiguration der Doppelbindung der Seitenkette. 
Sie besitzen einen Benzolring als Grundgerüst, welcher mit drei Methoxygruppen in Position 2, 4 
und 5 substituiert ist. Weiter trägt der Benzolring in 1-Position eine propenylische Seitenkette, 
welche bei α-Asaron trans-konfiguriert und bei β-Asaron cis‑konfiguriert ist. Ein weiterer Vertreter 
der Gruppe der Asarone ist das γ-Asaron eine allylische Seitenkette besitzt (Abbildung 2-5).  
 
Abbildung 2-5:  Strukturformeln von α‐Asaron (links), β‐Asaron (mitte) und γ‐Asaron (rechts). 
Da in dieser Arbeit nur die 1‑propenylischen Asarone behandelt werden, wird in den weiteren 
Kapiteln auch primär auf diese eingegangen. Grund dafür ist, dass sich in den vorausgegangenen 
und parallel durchgeführten Arbeiten (DFG Projektnr. 241845322) von Kerstin Berg, Alexander 
Cartus und Sabrina Haupenthal gezeigt haben, dass γ‑Asaron im Vergleich zu den 1‑propenylischen 
Asaronen keine oder nur eine geringe Bedeutung für die Risikobewertung der Asarone in pflanzliche 
Lebensmittel hat. Dies lässt sich weiter dadurch begründen, dass die Exposition gegenüber γ‑Asaron 
vermutlich gering ist und in den Untersuchungen zur Mutagenität im Ames‑Fluktuations‑Test keine 
Hinweise auf ein mutagenes Potential gefunden werden konnten (Berg et al., 2016). 
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2.2.2 Vorkommen und Verwendung 
Asarone kommen natürlich als sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe in diversen Gewürz- und 
Kräuterpflanzen vor (COE, 2005; Hu und Feng, 2000; Satyal et al., 2013; Mukherjee et al., 2007; Rana 
et al., 2013). Der prominenteste Vertreter ist hier die Kalmuspflanze (Acorus calamus L.) aus der 
Familie der Acoraceae (Kalmusgewächse). Bekannt sind bisher 27 unterschiedliche Kalmus 
Genotypen, welche sich sowohl in der Menge an ätherischem Öl (2,8–9,5 %) als auch im Gehalt an α- und β-Asaron im ätherischen Öl unterscheiden. Die Spannweite reicht für α-Asaron von 0,83–
16,82 % und für β-Asaron von 66–92 % (Rana et al., 2013). Hierbei spielen sowohl Herkunft als auch 
die Varietät der Kalmuspflanzen eine große Rolle. Im ätherischen Öl der indischen tetraploiden 
Varietät sind bis zu 95 % β-Asaron zu finden, wohingegen die triploide europäische Varietät nur ca. 
10 % β‐Asaron enthält (COE, 2005). Kalmusöl aus Pflanzen der diploiden Varietät, welche auch als 
eigene Gattung, Acorus americanus RAF. beschrieben wird, enthält kein β-Asaron (Zuba und 
Byrska, 2012). Neben diesen beiden Hauptkomponenten kann das ätherische Öl der Kalmuspflanze 
auch geringe Gehalte an γ-Asaron (2,0–2,3 %) enthalten (Satyal et al., 2013). Weitere Pflanzen, 
welche hohe Gehalte an α-Asaron aufweisen sind Asarum europaeum L. (gewöhnlicher Haselwurz) 
aus der Familie der Aristolochiaceae (Osterluzeigewächse) und Guatteria gaumeri GREENMAN aus der 
Familie der Annonaceae (Annonengewächse) (Enqíques et al., 1980; Oprean et al., 1998). 
In der traditionellen chinesischen und mexikanischen Medizin finden das ätherische Öl und 
Auszüge aus verschiedenen Pflanzenteilen von asaronhaltigen Pflanzen Anwendung um u. a. 
Atemwegserkrankungen, Nervenkrankheiten und erhöhten Cholesterinspiegel zu behandeln 
(Rajput et al., 2014). Da diese Pflanzen schon über 2000 Jahre als Phytopharmaka Anwendung 
finden, sind α- und β-Asaron häufig beforschte Phytochemikalien, wobei der Hauptfokus der 
Forschung auf die pharmakologischen Aktivität der Substanzen liegt (Chellian et al., 2017). α-Asaron oder Auszüge der Rinde von Guatteria gaumeri GREENMAN, sind in der Lage das 
Serumcholesterin in hypercholesterolemischen Mäusen und Ratten zu senken (Chamorro et al., 
1998; Rodríguez-Páez et al., 2003). In einer Studie mit männlichen Wistar Ratten zeigten 
Garduño‑Siciliano et al. (2007), dass eine 5‑tägige orale Aufnahmen von 80 mg kg-1 d−1 α-Asaron den 
Gallenfluss erhöhen konnte und den Cholesterinspiegel im Serum und der Gallenflüssigkeit senkte. 
Weiter konnte eine abgeschwächte Expression von proinflammatorischen Cytokinen wie 
Tumornekrosefaktor‑α (TNF‑α), Interleukin‑1β (IL‑1b) und Interleukin-6 (IL‑6) im Hippocampus 
Lipopolysaccharid (LPS)‑induzierter Mäuse nach Vorbehandlung mit α‐Asaron (30 mg kg-1 p. o. 
einmal täglich an drei aufeinanderfolgenden Tagen) gezeigt werden (Shin et al., 2014). In zellfreien 
Assays wirkte α-Asaron im Bereich von 20–100 µg ml-1 konzentrationsabhängig antioxidativ als 
Superoxidfänger, Hydroxylfänger und Lipidperoxidase‐Hemmer (Asha Devi et al., 2014). 
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OF1‑Mäuse, welchen eine Woche lang täglich 100 mg kg-1 α‐Asaron i. p. appliziert wurde, hatten 
eine erhöht Aktivität der Enzyme Glutathionperoxidase und ‑reduktase in den Gehirnregionen 
Kortex, Striatum und Hippocampus. Die Superoxid‑Dismutase‑Aktivität war nur in den Regionen 
Striatum und Hippocampus erhöht (Pages et al., 2010). Antiepileptische Effekte bei Mäusen nach 
oraler Aufnahme von bis zu 200 mg (kg KG)-1 d-1 α-Asaron konnten durch Reduktion der 
Anfallshäufigkeit nach Elektroschocks gezeigt werden (Chen et al., 2013). α-Asaron‑haltige Drogen wurden und werden daher in der traditionellen mexikanischen und 
chinesischen Medizin zur Senkung des Cholesterinspiegels und zur Behandlung zentralnervöser 
Erkrankungen wie Epilepsie eingesetzt. 
Hingegen zeigt β‑Asaron nach oraler Aufnahme (25 mg mg-1 d-1, 28 Tage) eine antidepressive 
Wirkung in Sprague‑Dawley (SD) Ratten, welche chronischem, unvorhersehbarem leichten Stress 
(chronic unpredictable mild stresses (CUMS)) ausgesetzt waren, durch die Induktion der 
hippocampalen Neurogenese (Dong et al., 2014). Einige Studien (Maus und Ratte) deuten darauf hin, 
dass β‑Asaron bei der Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen wie Parkinson und Alzheimer 
durch dessen neuroprotektive und antiapoptotische Wirkung gegen neuronale Apoptose und 
Abschwächung von Neuroinflammation hilfreich sein könnte (Chen et al., 2014; Geng et al., 2010; 
Lee et al., 2015; Liu et al., 2016; Yang et al., 2016; Zhang et al., 2016).  
2.2.3 Toxikokinetik 
Die orale Bioverfügbarkeit von α‑ und β‑Asaron ist recht gering, was in dem ausgeprägten 
First‑Pass‑Effekt beider Verbindungen in der Leber begründet liegt (Chellian et al., 2017).  
Lu et al. (2014) beschreiben die orale Bioverfügbarkeit von α‑Asaron bei männlichen SD‑Ratten mit 
18,9 %. Hier wurden den Tieren einmalig eine Dosis von 40 mg (kg KG)-1 verabreicht. Die mittlere 
Verweildauer (MRT, mean residence time) betrug 55,5 min bei einer maximalen Plasmakonzentration 
von 1,56 µg ml-1 und einer Area under the curve (AUC) 0‑180 min von 68,8 µg ml-1 min-1. In dieser Studie 
wurden auch die kinetischen Parameter der intranasalen und intravenösen Applikation von α‑Asaron untersucht. Es zeigte sich eine intranasale Bioverfügbarkeit von 81,3 %. Die MRT, die 
maximale Plasmakonzentration und die AUC0-180 min der intranasalen Aufnahme lagen im Bereich der 
oralen Aufnahme, wobei hier nur ein Viertel der Dosis (10 mg (kg KG)-1) appliziert wurde (Lu et al., 
2014). Weiter wurde eine schnelle Verteilung in Leber und Gehirn nach oraler Exposition 
beobachtet, welches zum einen den First‑Pass‑Effekt für α‑Asaron – nach intranasaler und 
intravenöser Applikation wurden nur geringe Konzentrationen α‑Asaron in der Leber beobachtet – 
und zum anderen auch die Möglichkeit der Überwindung der Blut‑Hirn‑Schranke zeigte (Lu et al., 
2014). 
K e n n t n i s s t a n d  | 13 
 
In zwei Studien aus dem Jahr 2012 untersuchten Fang et al. (2012a, b) die kinetischen Parameter 
von β‑Asaron nach i. v. Applikation (30 mg (kg KG)−1) an männlichen und weiblichen Kaninchen. Sie 
konnten zeigen, dass hierbei kein signifikanter Unterschied zwischen Männchen und Weibchen 
bestand. Mit einer Plasmahalbwertzeit von 82,8 min und einer AUC0-∞ von 359,4 mg l-1 min-1 konnte 
eine rasche Resorption und anhand des Konzentrations‑Zeit‑Profile eine Kinetik erster Ordnung 
beschrieben werden, welche einem linearen Zwei‑Kompartimenten‑Modell entspricht. Neben den 
kinetischen Parametern im Blutplasma wurden fünf verschieden Hirnregionen (Hippocampus, 
Kortex, Thalamus, Kleinhirn und Hirnstamm) untersucht. Die Konzentrationen in den Hirnarealen 
überstiegen die zeitgleiche Konzentration im Plasma und die Halbwertzeiten in diesen Regionen 
waren länger als im Blutplasma. Die Autoren schlossen daraus auf eine gute Blut‑Hirnschranken‐
Durchlässigkeit und eine hohe Affinität zu Hirngewebe von β‑Asaron. Weiter wurde die Exkretion 
von β‑Asaron untersucht. Hierzu wurden nach 6, 12 und 24 h Urin und Faeces gesammelt und nach 
24 h zusätzlich die Gallenflüssigkeit. Innerhalb der ersten 12 h wurde ein Großteil der verabreichten 
Menge an β‑Asaron ausgeschieden. Innerhalb von 24 h wurden 62 % über den Urin und 22 % über 
die Faeces ausgeschieden Nach 24 h konnten weitere 16 % in der Gallenflüssigkeit detektiert 
werden. Von der eingesetzten Menge an β‑Asaron wurden 20 % als α‑Asaron ausgeschieden, was 
indizierte, dass eine Umwandlung von β‑ in α‑Asaron bis zur Exkretion stattfindet. 
Im Jahr 2013 wurde von Meng et al. die Kinetik von α‑ und β‑Asaron an männlichen SD‑Ratten 
(n = 6) untersucht. Nach oraler Gabe von 200 mg (kg KG)−1 des ätherischen Öls von Acorus tatarinowii 
SCHOTT, welches 11,4 % α‑Asaron und 74,0 % β‑Asaron enthielt, wurden zu den Zeitpunkten 0, 5, 
10, 20, 30, 60, 90, 120, 180, 300, 480, 720, 960 und 1200 min Blutproben gesammelt. Die 
Plasmahalbwertszeit betrug bei beiden Verbindungen ca. 1 h. α‑Asaron erreichte eine maximale 
Plasmakonzentration von 0,53 µg ml−1 nach 11,25 min und β‑Asaron eine Konzentration von 
2,47 µg ml−1 nach 13,75 min. Die AUC0‑∞ betrug 57 mg l−1 min−1 für α‑Asaron und 408 mg l−1 min−1 für β‑Asaron. Die Ergebnisse der Konzentration‑Zeit‑Kurve zeigten für beide Asarone eine Kinetik nach 
einem offenen Zwei‑Kompartimenten‑Modell an. 
Eine weitere Kinetik‑Studie wurde 2018 von Yang et al. durchgeführt. Männliche SD‑Ratten (n = 5) 
erhielten eine einmalige Dosis von 2,22 mg kg−1 β‑Asaron oder 2,36 mg kg−1 α‑Asaron i. v. und im 
Anschluss wurden zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 20, 40, 60, 90, 120, 150 min Blutproben genommen. 
Über eine nicht‑kompartimentelle Datenanalyse konnte eine AUC0‑∞ von 21,28 µg min−1 ml−1 für α‑Asaron und 12,20 µg min−1 ml−1 für β‑Asaron ermittelt werden. Die Plasmahalbwertszeit betrug 
28,9 und 13,4 min für α‑ und β‐Asaron und mit maximalen Plasmakonzentrationen von 728 mg ml−1 
und 611 mg ml−1 für α‑ und β‐Asaron. 
Untersuchungen an Mäusen, welche v. a. in vielen pharmakologischen Studien als Versuchstier 
Verwendung finden, zur oralen Bioverfügbarkeit sowie der Verteilung und Exkretion sind in der 
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Literatur nicht zu finden. Weiter sind die Erkenntnisse der oralen Aufnahme zu α‑ und β‑Asaron in 
Ratten nur limitiert vorhanden. Es wurde jeweils nur eine Konzentration getestet und nur im Fall 
von α‑Asaron ist die Verteilung im Organismus beschrieben (Lu et al., 2014; Fang, et al., 2012a; 
Fang, et al., 2012b; Meng et al., 2013; Yang et al., 2018). 
2.2.4 Metabolismus 
Im Rahmen des DFG‑Projektes „Metabolismus und Gentoxizität in der Nahrung vorkommender 
kanzerogener Phenylpropanoide“ beschäftigte sich Alexander Cartus unter anderem mit der 
Aufklärung des mikrosomalen Metabolismus von α‑ und β‑Asaron.  
Zu Beginn dieser Arbeit lagen nur wenige Daten und Hypothesen zum Metabolismus der beiden 
Asarone vor. So identifizierten Hasheminejad und Caldwell (1994) trans‑ und 
cis‑2,4,5‑Trimethoxyzimtsäure als Hauptmetaboliten von α‑ und β‐Asaron im Mediumüberstand 
primärer Hepatozyten (pRH) aus Fischer 344‐Ratten nach 20‑stündiger Inkubation mit jeweils 
0,1 mM der Testsubstanzen. Pandit et al. (2011) zeigten, dass α‑Asaron in einer ethanolischen 
Lösung in der Lage ist die Aktivität der CYPs in Rattenlebermikrosomen (RLM) um 15,2 % zu 
hemmen. Der IC50‑Wert der CYP 3A4‑Hemmung lag hier bei 65,2±2,4 µg ml−1 (Pandit et al., 2011).  
Die Hypothese, dass α‑ und β‑Asaron über einen anderen Metabolismus‑Weg einen Metaboliten 
bilden, welcher als ultimales Kanzerogen fungieren kann, wurde schon 1987 von Wiseman et al. 
aufgestellt. Als alternative Metabolismusroute wurde die Epoxidierung der Seitenkette 
vorgeschlagen. Auch Kim et al. (1999) postulierten die Bildung eines Epoxides, um das kanzerogene 
Potential von α‑Asaron zu erklären. Jedoch hatte sich bis dato niemand mit der systematischen 
Aufklärung der mikrosomal gebildeten Metaboliten beschäftigt. 
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2.2.4.1 Metabolismus von α‑Asaron 
An Aroclor 1254‑vorbehandelten Rattenlebermikrosomen (ARLM) wurde qualitativ und quantitativ 
der Metabolismus von α‑Asaron untersucht (Cartus und Schrenk, 2016). Als Hauptmetaboliten 
stellten sich (E)‑3′‑Hydroxyasaron und dessen Oxidationsprodukt (E)‑3′‑Oxoasaron heraus. Weitere 
nachgewiesene Metaboliten waren die Seitenkettendiole threo‑ und 
erythro‑1′,2′‑Dihydrodihydroxyasaron, das Keton 2,4,5‑Trimethoxyphenylaceton und die 
O‑demethylierte Verbindung (E)‑6‑Hydroxyasaron. Mutmaßlich werden auch die O‑demethylierten 
Metaboliten (E)‑4‑Hydroxyasaron und (E)‑3‑Hydroxyasaron sowie das Epoxid 
(E)‑1′,2′‑Asaronepoxid (α‑Asaronepoxid) gebildet (Abbildung 2-6). 
 
Abbildung 2-6: Mikrosomaler Metabolismus von α‐Asaron modifiziert nach Cartus und Schrenk 2016. 
Da bereits im Jahr 2000 von Mohan et al. (2000) die spontane Hydrolyse von cis‑Anetholepoxid 
beschrieben wurde, haben Cartus und Schrenk (2016) diese auch für die beiden Epoxide, α‑ und β‑Asaronepoxid untersucht um die Bildung des gefundenen Ketons zu erklären. Mittels 
1H‑NMR‑Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass beide Epoxide in einer wässrigen Lösung 
innerhalb von 4 min quantitativ in das Keton und die beiden Diole übergehen. Das Produktspektrum 
dieser Umsetzung ist stark vom pH‑Wert abhängig. Unter den bei mikrosomalen Inkubationen 
16 | K e n n t n i s s t a n d  
 
herrschenden Bedingungen (pH 7,4) konnte bei α‑Asaronepoxid eine Umsetzung von 16 % zum 
Keton und bei β‐Asaronepoxid eine Umsetzung von 5,1 % zum Keton beobachtet. Das Verhältnis der 
beiden gebildeten Diole lag bei beiden Epoxiden von erythro‑ zu threo‑Asarondiol bei 1:4. Dieses 
Verhältnis wurde auch in mikrosomalen Inkubationen beobachtet (Cartus et al., 2015). 
Quantitative Untersuchungen zur Bildung der mikrosomalen Metaboliten von α‑Asaron wurden bei 
einer konstanten Substratkonzentration von 500 µM in ARLM, RLM, Rinderlebermikrosomen (BLM) 
Schweinelebermirkrosomen (SLM) und humanen Lebermikrosomen (HLM) durchgeführt (Cartus 
und Schrenk, 2016). Nach 1 h Inkubation wurden bereits 25 % der eingesetzten Menge an α‑Asaron 
von ARLM zu (E)‑3′‑Hydroxyasaron umgesetzt. Als Summe der Diole wurden 9,3 % der eingesetzten 
Menge an α‑Asaron identifiziert. In geringeren Mengen ließen sich das Keton (0,7 %), das 
(E)‑3′‑Oxoasaron (2 %) und O‑demethylierte Verbindungen (1,8 %) nachweisen. Die gefundene 
Menge an Metaboliten unterschied sich zu der in Mikrosomen der Spezies Rind und Mensch 
gebildeten kaum. Jedoch zeigten SLM ein anderes Bild. Hier überwog die Bildung der 
Seitenkettendiole. In nicht‑induzierten RLM wurde die geringste Bildung der Seitenkettendiole 
beobachtet. 2,7 % dieser Metaboliten wurden in der ersten Stunde gebildet. Hier überwog die 
Bildung von (E)‑3′‑Hydroxyasaron (15 %), wobei dessen Oxidationsprodukt mit 1,2 % nur in 
geringen Mengen detektiert wurde (Cartus und Schrenk, 2016). 
Bei der Untersuchung der Bildung der Metaboliten in Abhängigkeit zur Substratkonzentration 
stellte sich heraus, dass bei ARLM, RLM, BLM, und HLM die Bildung von (E)‑3′‑Hydroxyasaron bei 
niedrigen Substratkonzentrationen überwog. Bei höheren Startkonzentrationen wurden mehr 
Seitenkettendiole gebildet, was für eine ausgeprägtere Metabolisierung über den Epoxid‑Weg 
spricht. Eine Ausnahme stellen hier SLM dar. Bei niedriger Konzentration von α‑Asaron wurde 
vermehrt eine O‑Demethylierung beobachtet, wohingegen die Epoxidierung weitestgehend 
unabhängig von der Substratkonzentration ablief (Cartus und Schrenk, 2016). 
Um das Metabolitenspektrum in Abhängigkeit zu den unterschiedlichen humanen CYPs zu 
untersuchen, wurden auch Versuche mit SupersomesTM durchgeführt (Cartus, 2014). SupersomesTM 
sind Mikrosomen aus Insektenzellen (Sf9) welche selektiv durch Transfektion mit Baculoviren ein 
bestimmtes humanes CYP exprimieren und keinerlei basale Aktivität weiterer humaner CYPs 
besitzen. Es wurden sechs unterschiedliche humane CYPs mit dieser Methode untersucht: CYP1A2, 
CYP2A6, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4. Für CYP1A2 konnten nur die Metaboliten 
(E)‑3′‑Hydroxyasaron und dessen Oxidationsprodukt (E)‑3′‑Oxoasaron gefunden werden, wobei 
diese Umsetzung fast quantitativ innerhalb 1 h ablief (Abbildung 2-7). Weiterhin war CYP3A4 das 
einzige Enzym, welche in der Lage war, neben (E)‑3′‑Hydroxyasaron auch die Seitenkettendiole und 
das Keton zu bilden (Cartus, 2014). 
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Abbildung 2-7:  Konzentration der Metaboliten in Inkubationen verschiedener SupersomesTM (jeweils 120 nM) nach 20 und 
60 min bei einer Startkonzentration von 200 µM α‑Asaron (1 % Acetonitril). Die gezeigten Daten sind 
Mittelwerte ± Spannweite aus zwei unabhängigen Inkubationen der gleichen SupersomesTM‑Charge. αA: 
α‑Asaron, (E)‑3'‑OH‑A: (E)‑3'‑Hydroxyasaron, (E)‑3'‑Oxo‑A: (E)‑3'‑Oxoasaron, Diole: Summe aus erythro‑ und 
threo‑Asarondiol, Epoxide: Summe der Asaronepoxide, Demethyl‑A: Summe der demethylierten 
Asaronmetaboliten (aus Cartus, 2014). 
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2.2.4.2 Metabolismus von β‐Asaron 
Der mikrosomale Metabolismus von β‐Asaron wurde ebenso qualitativ in ARLM aufgeklärt (Cartus 
et al., 2015). Identifiziert wurden die Metaboliten threo‑ und erythro‑Dihydrodihydroxyasaron, (E)-
3′-Hydroxyasaron, (Z)-3′-Hydroxyasaron, (R/S)-1′-Hydroxyasaron, 2,4,5-Trimethoxyphenylaceton, 
die drei O‑demethylierten Verbindungen (Z)‑6‑Hydroxyasaron, (Z)‑4‑Hydroxyasaron und 
(Z)‑3‑Hydroxyasaron sowie die Aldehyde (E)‑3′‑Oxoasaron und (Z)‑3′‑Oxoasaron ( 
Abbildung 2-8 ). 
 
 
Abbildung 2-8:  Mikrosomaler Metabolismus von β‐Asaron, modifiziert nach Cartus et al. (2015). 
Auch hier wurde das Asaronepoxid als reaktives Intermediat postuliert und gilt als Vorläufer der 
gebildeten Metaboliten 2,4,5‑Trimethoxyphenylaceton und der beiden Diole (Cartus et al., 2015). 
Nach einstündiger Inkubation von ARLM wurden bereits 26 % der eingesetzten Menge an β‑Asaron 
zu den beiden Diolen und dem Keton umgesetzt. Diese Gruppe der epoxidabgeleiteten Metaboliten 
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stellen somit die Hauptmetaboliten von β‑Asaron dar. Gefolgt wird sie von der Gruppe der 
Seitenketten‐Alkohole (15 %). Da es nicht möglich war diese chromatographisch zu trennen, wurden 
sie als Gruppe quantifiziert. Aufgrund von Untersuchungen mittels 1H‐NMR der Substanzen wurde 
eine Verteilung in Inkubationen mit ARLM von 18 % 1′‑Hydroxyasaron, 12 % (E)‑3′‑Hydroxyasaron 
und 70 % (Z)‑3′‑Hydroxyasaron angenommen. In allen weitern Inkubationen (RLM, BLM, SLM und 
HLM) wurde eine prozentuale Verteilung von 0 %, 20 % und 80 % angenommen. Die 
Oxo‑Verbindungen sowie die O‑demethylierten Verbindungen stellten mit 0,7 % und 1,6 % die 
minor‑Metaboliten dar. Die relative Zusammensetzung des Metabolitenspektrums war bei allen 
untersuchten Mikrosomen sehr ähnlich, lediglich die absoluten Menge der gebildeten Metaboliten 
variierte und ließ sich wie folgt ordnen: ARLM > HLM > BLM > SLM > RLM (Cartus et al., 2015). 
Die kinetischen Parameter zur konzentrationsabhängigen Bildung der Metaboliten von β‑Asaron 
zeigten, dass im Gegensatz zu α‑Asaron, für die Spezies ARLM, RLM, BLM und HLM, keine oder nur 
eine marginal geringe Abhängigkeit zur Substratkonzentration. Eine Ausnahme stellten auch hier 
SLM dar. Hier wird die Bildung der O‑demethylierten Verbindungen bei geringer 
Substratkonzentration bevorzugt, was zum Nachteil der Bildung der Epoxid‑abgeleiteten 
Metaboliten geschieht (Cartus et al., 2015). 
 
Abbildung 2-9:  Konzentrationen der Metaboliten in Inkubationen verschiedener SupersomesTM (jeweils120 nM) nach 20 und 
60 min bei einer Startkonzentration von 200 µM β‑Asaron (1 % Acetonitril). Die gezeigten Daten sind 
Mittelwerte ± Spannweite aus zwei unabhängigen Inkubationen der gleichen SupersomesTM‑Charge βA: 
β‑Asaron, Seitenkettenalkohole: Summe aus 1'‑Hydroxyasaron, (E)‑3'‑Hydroxyasaron und 
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(Z)‑3'‑Hydroxyasaron, 3'‑Oxo‑A: 3'‑Oxoasaron, Diole: Summe aus erythro‑ und threo‑Asarondiol, Epoxide: 
Summe der Asaronepoxide, Demethyl‑A: Summe der demethylierten Asaronmetaboliten (aus Cartus, 2014). 
Die Untersuchung der sechs humanen CYPs (CYP1A2, CYP2A6, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, 
CYP3A4) mittels SupersomesTM ergab, dass alle sechs CYPs qualitativ ein sehr ähnliches 
Metabolitenspektrum generierten. Hauptmetaboliten waren, wie schon in den mikrosomalen 
Inkubationen, das Keton und die Seitenkettendiole, welche sich vom Epoxid ableiten (Abbildung 
2-9). Daneben konnten die Seitenkettenalkohole auch durch alle sechs CYPs gebildet werden. Im 
Gegensatz dazu konnten die O‑demethylierten Verbindungen nur in sehr geringen Mengen 
detektiert werden (Cartus, 2014). 
2.2.5 Toxikodynamik 
Neben den bereits genannten untersuchten pharmakologischen Eigenschaften von α‑ und β‐Asaron 
ist auch schon seit den 80er Jahren die toxikologische Relevanz dieser Substanzen bekannt. Im 
Folgenden sollen die wichtigsten Studien zur Toxizität der beiden Verbindungen dargelegt werden. 
2.2.5.1 Akute und subakute Toxizität 
Die akute Toxizität von α‑ und β‑Asaron ist relativ gering. So wurde für α‑Asaron ein LD50‑Wert 
(halblethale Dosis) von >1000 mg (kg KG)−1 nach oraler Applikation bei männlichen Swiss Mäusen 
(n = 20) ermittelt (Chen et al., 2013). Geringere LD50‑Werte für α‑Asaron wurden nach i. p.‐Injektion 
an Balb/c‑Mäusen (n = 10) berechnet, 245,2 mg (kg KG)−1 und 225,5 mg (kg KG)−1 (JECFA, 1981; 
Morales-Ramírez et al., 1992). Der LD50‑Wert nach oraler Aufnahme lag für β‐Asaron bei 
1010 mg (kg KG)−1 in der Ratte und 1560 mg (kg KG)−1 in der Maus (JECFA, 1981; L. Liu et al., 2013).  
Klinische Symptome der akuten α‑Asaron‑induzierten Toxizität nach i. p.‑Applikation bei Mäusen 
waren Koordinationsstörungen (Ataxie), Atemnot (Dyspnoe), herabhängende Augenlider (Ptosis) 
sowie aufgestelltes Fell (Piloerektion) (Morales-Ramírez et al., 1992). Nach 5‑tägiger i. p.‑Injektion 
von 100 mg (kg KG)−1 β‑Asaron an 4–8 Wochen alten SD‑Ratten konnte eine systemische Toxizität 
in Form einer Reduktion des Körpergewichts und der Futteraufnahme beobachtet werden. Des 
Weiteren waren klinische Symptome, wie Ptosis und Piloerektion zu beobachten (Ramos-Ocampo 
und Hsia, 1988). 
2.2.5.2 Zytotoxizität  
Es wurden bereits zahlreiche Studien zur Zytotoxizität von α‑ und β‑Asaron in diversen 
Zellsystemen und mit verschiedenen Assays durchgeführt. Die Ergebnisse der unterschiedlichen 
Studien sind in Tabelle 2-1 zusammengefasst. Die Daten zur Zytotoxizität zeigen, dass α‑ und β‑Asaron einen schwachen oder moderaten zytotoxische Effekt auf die untersuchten Zelltypen 
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haben. Die Zytotoxizität beider Substanzen konnte sowohl konzentrations‑ als auch zeitabhängig 
in den Testsystemen beobachten werden. Nach 72‑stüniger Inkubation mit α‑ und β‐Asaron wurden 
in allen getesteten Zelllinien eine erhöhte Zytotoxizität im Vergleich zur 24‑stündigen Inkubation 
beobachtet. Weiter scheint die Stärke des zytotoxischen Effektes und damit einhergehend der 
berechnete EC50‑Wert stark vom betrachteten Endpunkt abzuhängen. Die Fähigkeit der Zellen 
Resazurin zu Resorufin zu reduzieren (Reasazurin‑Reduktions‑Test, RRT) scheint ein deutlich 
empfindlicherer Endpunkt zu sein als die Membranintegrität, welche mit dem 
Laktatdehydrogenase‑Leakage‑Assay (LLA) bestimmt wird. Im RRT zeigten sich die metabolisch 
kompetenten pRH nach 24 h empfindlicher gegenüber α‑ und β‑Asaron als die humane 
Leberkarzinom‑Zelllinie HepG2 bei vergleichbaren eingesetzten Konzentrationen. 
Tabelle 2-1:  Zusammenstellung der EC50‑Werte des zytotoxischen Effektes von α‑ und β‑Asaron in verschiedenen 






α‑Asaron ∼1000 pRH (F) 20 h LLA Hasheminejad and Caldwell, 1994 
 1067 pRH (W) 24 h LLA Cartus, 2014 
 109 H1 24 h RRT Berg, 2016 
 131 F1 24 h RRT Berg, 2016 
 204 tV79 24 h RRT Haupenthal et al., 2017 
 221 THLE‑2 72 h WST‑1 Patel et al., 2015 
 230 pRH (W) 24 h RRT Cartus, 2014 
 31 HepG2 72 h RRT Berg, 2016 
 362 V79 24 h RRT Haupenthal et al., 2017 
 367 HepG2 24 h RRT Haupenthal et al., 2017 
 70 F1 72 h RRT Berg, 2016 
 88 H1 72 h RRT Berg, 2016 
 93 V79 72 h RRT Berg, 2016 
β‑Asaron ∼1000 pRH (F) 20 h LLA Hasheminejad and Caldwell, 1994 
 532 HepG2 24 h RRT Haupenthal et al., 2017 
 472 V79 24 h RRT Haupenthal et al., 2017 
 419 HepG2 72 h RRT Berg, 2016 
 361 U251 72 h SRB Li et al., 2018 
 313 F1 24 h RRT Berg, 2016 
 201 pRH (W) 24 h LLA Cartus, 2014 
 197 tV79 24 h RRT Haupenthal et al., 2017 
 193 THLE‑2 72 h WST‑1 Patel et al., 2015 
 113 H1 72 h RRT Berg, 2016 
 108 H1 24 h RRT Berg, 2016 
 105 V79 72 h RRT Berg, 2016 
 102 F1 72 h RRT Berg, 2016 
 92 pRH (W) 24 h RRT Cartus, 2014 
F1: V79‑Zellen transfiziert mit Cytochrom P 450 1A2 und Sulfotransferase 1C1 der Ratte; H1: V79‑Zellen transfiziert mit humanem 
Cytochrom P 450 1A2 und humaner Sulfotransferase 1A1*1; HepG2: humane Leberkarzinomzelllinie; pRH: primäre 
Rattenghepatozyten; THLE‑2: humane Hepatozyten; tV79: V79‑Zellen transfiziert mit humanem Cytochrom P 450 1A2 und 
humaner Sulfotransferase 1C2; V79: Hamster‑Lungenfibroblasten; U251: humane Glioblastom‑Zelllinie.  
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LLA: Laktatdehydrogenase‑Leakage‑Assay; RRT: Resazurin‑Reduktions‑Test; SRB: Sulforhodamine B‑Assay; WST‑1: 
Water‑Solble‑Tetrazolium‑Assay. 
Eine Unterscheidung von α‑ und β‑Asaron im Hinblick auf ihr zytotoxisches Potential ist aufgrund 
der vorliegenden Daten nicht möglich. Untersuchungen von Unger und Melzig (2012), welche die 
Zytotoxizität über die relative DNA‑Synthese mittels Bromdesoxyuridin (BrdU)‑Assay darstellten, 
zeigten, dass für α‑Asaron eine Konzentration von 50 µg ml-1 (240 µM) ausreichten, um die 
Syntheserate um 50 % zu reduzieren, während im Falle von β‑Asaron 100 µg ml−1 (480 µM) nötig 
waren. 
Der Mechanismus der Zytotoxizität von β‑Asaron im Konzentrationsbereich von 30–960 µM wurde 
an U251‑Glioma‑Zellen untersucht. Nach 48 h zeigte sich eine konzentrationsabhängige Induktion 
der Apoptoserate und des G1‑Zellzyklusarrests durch Behandlung der Zellen mit β‑Asaron (Li et al., 
2018). Auf Proteinebene wurde eine Aktivierung der Apoptose‑auslösenden Liganden TRAIL (Tumor 
Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand) und FasL (Fas‑Ligand) beobachtet, eine vermehrte 
Spaltung der Caspasen 8 und 3 sowie die Freisetzung von Cytochrom c. Dies zeigte, dass sowohl der 
extrinsische als auch der intrinsische Weg am Mechanismus der Apoptoseauslösung durch β‑Asaron 
beteiligt sind (Li et al., 2018). Ein erhöhte Apoptoserate und Induktion der Caspasen 3 und 7 wurde 
auch in THLE‑2‑Zellen nach 6‑ und 12‑stündiger Behandlung mit α‑ und β‑Asaron beobachtet (Patel 
et al., 2015). Ähnliche Ergebnisse wurden in humanen Magenkrebszelllinien nach 24 h Inkubation 
mit 120 und 240 µM β‑Asaron in Bezug auf die Apoptoserate gefunden (Wu et al., 2015).  
2.2.5.3 Gentoxizität und Mutagenität 
Die Frage, ob α‑ und β‑Asaron ein gentoxisches Potential besitzen und wenn ja, ob und welche 
Metaboliten dafür verantwortlich sind, ließ sich zu Beginn des DFG Projektes „Gentoxizität und 
Metabolismus von in der Nahrung vorkommenden Phenylpropanoiden“ mit der zu diesem 
Zeitpunkt veröffentlichten Literatur nicht beantworten. Vor allem die Arbeiten von Kerstin Berg 
und Sabrina Haupenthal trugen zur Aufklärung dieser Frage bei. 
Ein häufig eingesetzter Test, um das mutagene Potential von Chemikalien zu beurteilen, ist der 
sogenannt Ames‑Test. Die Literaturdaten von α‑ und β‑Asaron zu diesem Test zeigen ein 
widersprüchliches Bild. So wurde α‑Asaron mit und ohne metabolische Aktivierung mittels 
Leberhomogenat (S9‑Mix) in den Salmonella typhymurium Stämmen TA98, TA100 TA1535, TA1537 
und TA1538 von Hsia et al. (1979), Göggelmann und Schimmer (1983) Ramos-Ocampo und Hsia 
(1988) und Marczewska et al. (2013) negativ in Bezug auf ein mutagenes Potential getestet. Negative 
Ergebnisse für β‑Asaron in diesen Stämmen lieferten Hsia et al. (1979) sowie Ramos-Ocampo und 
Hsia (1988) mit und ohne S9‑Mix. Göggelmann und Schimmer (1983) publizierten für β‑Asaron 
positive Ergebnisse (43 µg pro Platte), jedoch nur in Stamm TA100 mit S9‑Mix. Neuere Ergebnisse 
bestätigten diesen Befund. So wurde in dem S. typhymurium Stamm TA100 mit S9‑Mix α‑Asaron in 
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einer Konzentration von 150 µg/Platte und β‑Asaron in einer Konzentration von 100 µg/Platte 
positiv getestet werden (Cassani-Galindo et al., 2005). Lediglich für β‑Asaron wurde bisher eine 
konzentrationsabhängiges mutagenes Potential (ab 50 µg/Platte) im Ames‑Test mit S9‑Mix im 
Stamm TA100 gezeigt (Liu et al., 2013). α‑Asaron (0–200 µg ml−1) zeigte im in vitro Mikrokerntest 
(HepG2‑Zellen+S9‑Mix) keine Effekte (Unger und Melzig, 2012). β‑Asaron zeigte positive Effekte ab 
einer Konzentration von 50 µg ml−1 (Unger und Melzig, 2012; Kevekordes et al., 2001). Dieser Effekt 
konnte im in vivo Mikrokerntest polychromatischer Erythrozyten des Knochenmarks von Swiss 
Mäusen (m+w) für β‑Asaron nach einmaliger i. p.‑Applikation von 182 mg (kg KG)−1 nicht bestätigt 
werden (Asha Devi et al., 2014). 
Studien zur Gentoxizität von α‑ und β‑Asaron lieferten ebenfalls widersprüchliche Daten. So 
wurden α‑ und β‑Asaron im Konzentrationsbereich von 1–1000 µM im ungeplante DNA Synthese 
(UDS)‑Assay in pRH einmal negativ (Ramos-Ocampo und Hsia, 1988) und einmal positiv 
(Hasheminejad und Caldwell, 1994) getestet. Bei der Untersuchung der 
Schwesterchromatidaustauschrate (SCE, sister chromatid exchange) zeigte α‑Asaron sowohl in vitro 
in humanen Lymphozyten konzentrationsabhängig ab 60 µg ml−1 als auch in vivo in 
Knochenmarkszellen von Balb/c‑Mäusen (25–100 mg (kg KG)−1, i. p.) eine Induktion von 
SCE‑positiven Chromosomen beobachtet werden (Morales‑Ramírez et al., 1992). Kevekordes et al. 
(1999) beobachteten im Escherichia coli PQ37‑Gentoxizitätstest (SOS‑Chromotest) für β‑Asaron 
(0,05–6,30 µg/Test) mutagene und gentoxische Effekte mit S9‑Mix. 
In der Arbeit von Kerstin Berg wurde das mutagene Potential von α‑ und β‑Asaron sowie deren 
Metaboliten im Ames‑Fluktuationstest an den S. typhimurium Stämmen TA97a, TA98 und TA100 
studiert. α‑ und β‑Asaron zeigten mit und ohne S9‑Mix keine Effekte in den Stämmen TA98 und 
TA97a (Berg et al., 2016; Berg, 2016). In Stamm TA100 konnten konzentrationsabhängige Effekte 
von α‑ und β‑Asaron mit S9‑Mix beobachtet werden. Weiter zeigte der Ames‑Fluktuationstest für γ‑Asaron, dem allylischen Vertreter der Asarone, mit und ohne S9‑Mix kein mutagenes Potential 
(Berg et al., 2016). 
Im Folgenden wurden auch einige Metaboliten von α‑ und β‑Asaron auf ihr mutagenes Potential 
hin untersucht. Die Seitenkettendiole erythro‑ und threo‑Asarondiol, das Keton 
2,4,5‑Trimethoxyphenylaceton und 3′‑Oxoasaron erwiesen sich als negativ in allen getesteten 
Stämmen mit und ohne metabolische Aktivierung. Die einzigen getesteten Metaboliten mit 
positivem Effekt im Ames‑Fluktuationstest waren α‑ und β‑Asaronepoxid. Ein 
konzentrationsabhängiger Anstieg positiver wells im S. typhimurium Stamm TA100 ohne S9‑Mix 
konnte für α‑ und β‑Asaronepoxid beobachten werden, wobei der Effekt ausgeprägter und bei 
geringeren Konzentrationen bereits signifikant für β‑Asaronepoxid war. Bei der Inkubation mit 
S9‑Mix fiel auf, dass die Anzahl an positiven wells bei gleicher Asaronepoxid-Konzentration im 
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Vergleich zur Bestimmung ohne S9‑Mix geringer ausfiel. Die Anwesenheit von Epoxidhydrolasen 
und nukleophilen Bestandteilen im S9‑Mix führten hier zu einem Abfangen bzw. Abreagieren der 
Epoxide, bevor diese einen mutagene Effekt auf die Zellen ausüben konnten. Auch zeigte das 
endständige γ‑Asaronepoxid weder ohne noch mit S9‑Mix einen mutagenen Effekt in allen 
getesteten S. typhimurium Stämmen (Berg et al., 2016). 
Im in vitro Comet‑Assay haben Haupenthal et al. (2017) das gentoxische Potential der 
Asaron‑Isomere untersucht. In Hamster‑Lungenfibroblasten (V79‑Zellen) wurden Strangbrüche ab 
einer Konzentration von 1 µM bei α‑ und β‑Asaron detektiert. Jedoch ergab die Behandlung mit 
einer Formamidopyrimidin‑DNA‑Glykosylase (FPG), welches einen Marker für oxidative 
DNA‑Schäden darstellt, keine zusätzlichen Strangbrüche. In V79‑Zellen, welche mit humanem 
Cytochrom P 450 1A2 und humaner Sulfotransferase 1C2 transfiziert waren (tV79‑Zellen), war der 
Effekt ausgeprägter. Bereits ab einer Konzentration von 0,1 µM induzierten α‑ und β‑Asaron 
DNA‑Strangbrüche und die Behandlung mit FPG führte bei beiden Isomeren zu einer Zunahme der 
Strangbruchrate ab einer Konzentration von 1 µM. In HepG2‑Zellen konnte nur für α‑Asaron ein 
signifikant‑positiver Effekt ab 50 µM gezeigt werden, wobei keine FPG‑sensitiven Stellen detektiert 
wurden. Für β‑Asaron war ein leichter, konzentrationsabhängiger Trend im Anstieg der 
Schweifintensivität im Comet‑Assay zu beobachten, jedoch erreichten die Werte keine statistische 
Signifikanz (Haupenthal et al., 2017). Bei der Untersuchung der γ‑H2AX‑Expression, einem Marker 
für Doppelstrangbrüche, zeigte sich in HepG2‑Zellen ein ähnliches Bild. Für α‑Asaron stieg die 
Expression ab 10 µM signifikant an, wohingegen β‑Asaron einen konzentrationsabhängigen Trend 
zeigte, aber keine signifikante Expression (Haupenthal et al., 2017). 
Insgesamt zeigen diese neusten Ergebnisse, dass α‑ und β‑Asaron ein gentoxisches und mutagenes 
Potential nach metabolischer Aktivierung haben und dass α‑ bzw. β‑Asaronepoxid 
höchstwahrscheinlich für die Mutagenität verantwortlich sind. 
2.2.5.4 Reproduktionstoxizität  
Im Dominant‑Lethal‑Test wurde α‑Asaron an CF1‑Mäusen getestet. Hierbei wurden männlichen 
Tieren (n = 10) an fünf aufeinanderfolgenden Tagen 0, 10 oder 30 mg (kg KG)−1 oral appliziert und 
anschließend mit unbehandelten Weibchen verpaart. In den behandelten Gruppen wurde ein 
erhöhter Postimplatationsverlust festgestellt. In der höchsten Dosisgruppe wiesen die Männchen 
eine erniedrigte Spermakonzentration und ‑motilität auf (Chamorro et al., 1998). In einer weiteren 
Studie mit α‑Asaron an CF1‑Mäusen, in welcher sowohl Männchen als auch Weibchen (n = 10) an 
fünf Tagen pro Woche und über einen Zeitraum von acht aufeinanderfolgenden Wochen jeweils 0, 
10 oder 20 mg (kg KG)−1 verabreicht wurden, konnten keine reproduktionstoxischen Effekt 
nachgewiesen werden (Chamorro et al., 1999). Bei Mäusen, welchen von Tag 6 bis 15 der Trächtigkeit 
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täglich 0, 5, 15, 30 oder 60 mg (kg KG)−1 α‑Asaron oral appliziert wurden, wurde eine erhöhte 
Embryoletalität ab 15 mg kg−1 KG und in der höchsten Dosisgruppe zusätzlich Fehlbildungen des 
Fötus (Hydrozephalus, überzählige Rippen, Klumpfüße und Lippenspalten) beobachtet (Salazar et 
al., 1992). Hühnereiembryos, welche α‑ oder β‑Asaron in einer Konzentration von 0,04–4,00 mg/Ei 
in den Dottersack injiziert bekamen, zeigten keinerlei Effekt bei α‑Asaron. Für β‑Asaron konnte eine 
Überlebensrate von 43 % bei 0,04 mg pro Ei und eine 100%ige Letalität bei 4,00 mg pro Ei beobachtet 
werden (Yabiku, 1980). 
Daten zu in‑vivo‑Untersuchungen der Reproduktionstoxizität von β‑Asaron in Nagern fehlen 
gänzlich und die Datenlage zu α‑Asaron ist, v. a. die Dominant‑Lethal‑Studien betreffend, sehr 
limitiert, jedoch muss aufgrund der positiven Testresultate ein reproduktionstoxisches Potential 
von α‑ und β‑Asaron Verbindung vermutet werden. 
2.2.5.5 Subchronische Toxizität 
Die subchronische Toxizität von α‑ und β‑Asaron wurde bisher nur wenig erforscht. Meist wurden 
zu diesem Thema Studien betrachtet, bei welchen Extrakte oder ätherische Öle von asaronhaltigen 
Pflanzen über das Futter an Ratten gegeben worden ist (JECFA, 1981). Hier ist jedoch nicht bekannt, 
wie hoch die Dosis von α‑ oder β‑Asaron war. Aus einer Studie von Chen et al. (2013), welche die 
anti‑epileptische Wirkung von α‑Asaron untersuchte, konnten einige Beobachtungen zur 
subchronische Toxizität von α‑Asaron abgeleitet werden. Männlich Swiss‑Mäuse (n = 8) wurden 50, 
100, oder 200 mg (kg KG)−1 p. o. für 28 Tage behandelt und ihr Verhalten und Aussehen wurden 
aufgezeichnet, um äußerliche Veränderungen sowie Störungen von Atmung, Kreislauf, 
Nervensystem und geänderte Verhaltensmuster zu erfassen. In den Dosisgruppen 50 und 
100 mg (kg KG)−1  konnten keine äußerlichen Veränderungen, sowie Verhaltensstörungen und 
Reflexverluste festgestellt werden. In der höchsten Dosisgruppe von 200 mg (kg KG)−1 konnte eine 
leicht verminderte spontane Bewegungsaktivität beobachtet werden. Im Kontext dieser Studie 
wurden keine histopathologischen Untersuchungen der Versuchstiere durchgeführt (Chen et al., 
2013). 
2.2.5.6 Chronische Toxizität/Kanzerogenität 
Die Erkenntnisse über das hepatokanzerogene Potential von α‑ und β‑Asaron wurden bereits im 
Jahr 1987 gewonnen. Wiseman et al. (1987) untersuchten die hepatokanzerogene Wirkung 
verschiedener Phenylpropanoide an männlichen B6C3F1‑Mäusen. Hierzu wurden verschiedene 
Versuchsanordnungen verwendet. Im ersten Experiment wurden den Tieren insgesamt 
1000 mg/Tier (in 4 Injektionen an Tag 1, 8, 15 und 22) α‑ oder β‑Asaron i. p. appliziert. Nach einer 
Beobachtungszeit von 13 Monaten wurden die Mäuse histopathologisch untersucht. Die 
Behandlung mit α‑Asaron (n = 47) führte bei 89 % der Tiere zu hepatozellulären Karzinomen (HCC) 
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und Adenomen (HCA). Ein Tier wies zusätzlich ein subkutanes Hämangiosarkom auf. 83 % der Tiere 
entwickelten HCC und HCA nach Applikation von β‑Asaron (n = 43), wobei ein Tier darüber hinaus 
ein Adenokarzinom im Dünndarm entwickelte. 
Im zweiten Experiment wurde eine einmalige i. p.‑Injektion an zwölf Tage alten männlichen 
B6C3F1‑Mäusen vorgenommen und nach eine Beobachtungszeit von zehn Monaten erfolgte die 
Nekropsie. Hier wurde β‑Asaron neben den anderen Alkenylbenzolen untersucht. Bei einer Dosis 
von 52 mg (kg KG)−1 β‑Asaron (n = 30) wiesen 69 % der Tiere HCC und HCA auf (Wiseman et al., 
1987). 
Im dritten Experiment sollte der Einfluss des Sulfotransferase‑Inhibitors Pentachlorphenol (PCP) 
auf die Bildung von HCC und HCA untersucht werden. Dazu wurden im direkten Vergleich zwölf 
Tage alte männliche B6C3F1‑Mäuse einmalig i. p. mit verschiedenen Konzentrationen an 
Alkylbenzolen mit und ohne Vorbehandlung mit PCP behandelt. Die Vorbehandlung erfolgte 45 min 
vor der eigentlichen Behandlung mit 10,7 mg (kg KG)−1 PCP. Für α‑Asaron (156,2 mg (kg KG)−1, i. p.) 
konnte keine Reduktion der Anzahl an Tieren mit HCC bzw. HCA beobachtet werden (85 %; n = 39, 
ohne PCP vs. 86 %; n = 37, mit PCP). Die Vorbehandlung mit PCP führte bei β‑Asaron 
(52,1 mg (kg KG)−1, i. p.) sogar zu einer leichten Erhöhung der HCC bzw. HCA‑positiven Tiere (62 %; 
n = 35, ohne PCP vs. 79 %; n = 39, mit PCP) (Wiseman et al., 1987). 
Analog zu den Studien von Wiseman et al. (1987) wurde eine weiter Studie an zwölf Tage alten 
männlichen B6C3F1‑Mäusen von Kim et al. (1999) durchgeführt. Es wurden jeweils ca. 35 Tiere 
wurden einmalig i. p. mit 52,1 mg (kg KG)−1und 104,1 mg (kg KG)−1 α‐Asaron behandelt. Nach 10–11 
Monaten wiesen in beiden Gruppen jeweils 91 % der Tiere HCC und HCA auf. Diese Ergebnisse 
liegen im Bereich der von Wiseman et al. (1987) gefundenen Tumorinzidenzen. 
Zur Tumorinzidenz oder auch im Allgemeinen zur chronischen Toxizität in Mäuse von α‑ und β‑Asaron nach oraler Aufnahme gibt es bislang keine Publikationen. 
In eine unveröffentlichten Studie von Taylor et al. 1981, welche von JECFA (1981) zitiert wurde, 
wurden Ratten (je 25 Männchen und 25 Weibchen pro Dosisgruppe) in einer 2‑Jahres‑Studie 
untersucht, welche Futter bekamen, welches 0 %, 0,04 %, 0,08 % oder 0,2 % β‑Asaron enthielt. Die 
Mortalität betrug in der 0,2 %‑Gruppe bereits nach 84 Wochen 100 %. Auch in der nächst‑geringeren 
Dosisgruppe (0,08 %) konnte eine erhöhte Mortalität beobachtet werden (genauer Wert wurde in 
der Studie nicht genannt). Insgesamt war die mittlere Überlebensrate für Weibchen geringer als für 
Männchen. Weiter wurden Leiomyosarkome des Dünndarms in allen Dosisgruppen gefunden (1 Tier 
bei 0,04 %; 6 Tiere bei 0,08 % und 9 Tiere bei 0,2 %). Auffälligerweise waren nur männliche Ratte 
von Leiomyosarkomen betroffen. Desweitern wurden pathologische Veränderungen in beiden 
Geschlechtern gefunden, wie seröse Flüssigkeit in Bauch‑ und Pleuralhöhle, Veränderungen der 
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Leber (koagulative Nekrose), fettige Degeneration und Infiltration des Herzens, Atrophie des 
Herzens, kardiale Fibrosen und interkardiale Thrombosen. In den beiden höchsten Konzentrationen 
konnte eine leichte Verringerung des Körpergewichtes in beiden Geschlechtern festgestellt werden 
(JECFA, 1981). 
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3 PROBLEMSTELLUNG 
Die sekundären Pflanzeninhaltsstoffe α‑ und β‑Asaron kommen natürlicherweise in den Pflanzen 
der Gattungen Acorus, Asarum und in einigen Pfeffersorten vor. Ätherische Öle und auch wässrige 
Auszüge aus diesen Pflanzen werden zum Aromatisieren von Lebensmitteln und als Phytopharmaka 
eingesetzt. α‑ und β‑Asaron wirkten im Tierversuch kanzerogen und es gibt Hinweise auf ein 
mutagenes Potential.  
Im Rahmen der Dissertation von Alexander Cartus wurde der mikrosomale Metabolismus von α‑ 
und β‑Asaron aufgeklärt. Bei diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Epoxidierung 
der Seitenkette für β‑Asaron den Hauptmetabolisierungsweg und für α‑Asaron eine der 
Hauptrouten im Metabolismus darstellt. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Epoxide als 
ultimale DNA‐reaktiven Metaboliten von α‑ und β‑Asaron darstellen, welches in der vorliegenden 
Arbeit überprüft werden soll. 
Das Hauptziel dieser Arbeit war es, zu klären, ob α‑ und β‑Asaron in der Lage sind 
DNA‑Addukte in primären Rattenhepatozyten zu bilden und ob diese Bildung 
konzentrations- und/oder zeitabhängig verläuft.  
Um diese Frage zu beantworten, sollte im Vorfeld eine reproduzierbare Syntheseroute und 
Produktaufarbeitung zur Darstellung der Asaronepoxide entwickelt werden. Weiter sollte die 
Stabilität der Epoxide in verschieden Lösungsmitteln überprüft werden. Diese Syntheseprodukte 
wurden auch für andere im DFG‐Projekt inbegriffene Arbeiten benötigt und die Erkenntnisse dieser 
Arbeiten – Zytotoxizität, Mutagenität und Gentoxizität – sind zum Teil auch für den Fortschritt und 
die Interpretation der erhaltenen Daten von hoher Relevanz. Im weiteren Verlauf und v. a. nachdem 
im Rahmen des Projektes gezeigt werden konnte, dass die Epoxide als einzige Phase‑I‑Metaboliten 
der Asarone ein konzentrationsabhängiges mutagenes Potential im Ames‑Fluktuationstest zeigten 
(durchgeführt von Kerstin Berg), sollte die Reaktivität der Epoxide gegenüber isolierten DNA‑Basen 
untersucht werden. Nach Identifizierung der gebildeten Addukte von DNA‑Basen mit α‑ und β‑Asaron sollte eine geeignete Syntheseroute entwickelt werden und deren isotopenmarkierten 
Analoga dargestellt werden, um eine möglichst sensitive Ultra High Performance Liquid 
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Chromatography-Tandem‑Massenspektrometrie‑Methode (UHPLC‐MS/MS‐Methode) zur Detektion 
und Quantifizierung der DNA‑Addukte etablieren zu können. Des Weiteren sollte parallel sowohl 
die Isolierung der DNA sowie deren enzymatische Hydrolyse in Hinblick auf die Reinheit der DNA 
und Minimierung des Enzymeinsatzes optimiert werden. 
Nach Optimierung und Etablierung der Methoden, sollte eine in‑vitro‑Studie zur Bestimmung der 
DNA‑Adduktlevel in pRH nach Behandlung mit α‑ und β‑Asaron durchgeführt werden. Hierbei 
sollte die Abhängigkeit der DNA‑Adduktbildung sowohl von der eingesetzten Konzentration der 
Asarone als auch von der Dauer der Inkubation untersucht werden. 
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
In diesem Kapitel werden die im Rahmen der vorliegenden Dissertation erzielten Ergebnisse 
vorgestellt und diskutiert. Zuerst wird die Darstellung der Asaronepoxide sowie deren Stabilität in 
verschiedenen Lösungsmitteln betrachtet. Es Folgt die Reaktivität der Asaronmetaboliten 
gegenüber Nukleosiden und die Identifizierung und Charakterisierung der gebildeten 
Reaktionsprodukte. Nach Vorstellen der durchgeführten Optimierungen und Etablierung der 
benötigten Methoden, werden die Ergebnisse der in‑vitro‑Studie zur Bestimmung der 
DNA‑Adduktbildungsrate in pRH nach Inkubation mit α‑ und β‑Asaron gezeigt und in Kontext zu 
aktueller Literatur gestellt. 
4.1 Asaronepoxide 
4.1.1 Synthese 
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Entwicklung und Optimierung der durchgeführten 
Synthesen vorgestellt. Die optimierten Syntheserouten sowie die Charakterisierung der Produkte 
sind in Kapitel 7.1 detailliert dargestellt. 
Als Grundlage für die Synthese der Asaronepoxide diente die Veröffentlichung von Kim et al. (1999) 
in welcher die Synthese von α‑Asaronepoxid beschrieben wurde.  
 
Syntheseroute der Darstellung von α-Asaronepoxid nach Kim et. al. (1999). 
Hierfür wurde eine Dimethyldioxiran (DMDO)‑Lösung in einer Konzentration von ungefähr 0,08 M 
in Aceton eingesetzt. Der Reaktionsansatz einer Lösung in Aceton von α‑Asaron mit 1,2 äquimolar 
DMDO wurde bei 0 °C für 30 min gerührt. Nach Entfernen des Lösungsmittels aus der 
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Reaktionsmischung und Lösen des Rückstandes in n‑Hexan, wurden nach Auskristallisieren bei 
−20 °C nach einigen Tagen weiße Kristalle erhalten. 
Die Herstellung der DMDO‐Lösung erfolgte zu Beginn nach einer im Arbeitskreis Schrenk 
etablierten Methode. Hierfür wurde unter Argonatmosphäre eine Mischung aus 
Natriumhyrogencarbonat (96 g, 1,14 mol), destilliertem Wasser (80 ml) und Aceton (50 ml) 
hergestellt, zu welcher innerhalb von 30 min eine Mischung aus je 60 ml Aceton und destilliertem 
Wasser zugetropft wurde, während im gleichen Zeitraum in sechs Portionen 
Kaliumperoxomonosulfat (180 g, 0,29 mol) hinzugegeben wurde. Nach anschließender Destillation 
bei ca. 30 mbar in eine auf ca. −80 °C gekühlte Vorlage wurde durchschnittlich eine Konzentration 
der DMDO‑Lösung von 0,046 M erzielt. Mit den so hergestellten DMDO‑Lösungen wurden erste 
Versuchen mit α‑Asaron als Ausgangsmaterial, analog zu Kim et al. (1999) durchgeführt. Dieses 
Vorgehen führte jedoch nicht zum gewünschten Produkt. Nach Entfernen des Lösungsmittels unter 
Vakuum wurde ein gelber, öliger Rückstand erhalten, welcher sich nach Zugabe von getrocknetem 
n‑Hexan bräunlich färbte und nur wenig in n‑Hexan löste. Weiter fiel auf, dass nach einigen Tagen 
bei −20 °C in der Lösung keine Kristallbildung zu beobachten war. Mittels 1H‑NMR‑Spektroskopie 
wurde das erhaltene Produkt untersucht und festgestellt, dass es sich nicht um das gewünschte 
Epoxid handelte. Jedoch hatte eine Umsetzung der Ausgangsverbindung α‑Asaron stattgefunden. 
Die typischen Signale der Protonen der ungesättigten Seitenkette an 1′‑ und 2′‑Position, welche im 
Bereich einer chemischen Verschiebung von 5,5–6,5 ppm im 1H‑NMR zu sehen sein sollten, waren 
im Produkt‑NMR nicht mehr vorhanden. Es wurde vermutet, dass sich eine Mischung mehrerer 
Oxidationsprodukte gebildet haben könnte. Versuche mit β‑Asaron als Ausgangsmaterial führten 
auch nicht zum gewünschten Produkt, dem Epoxid. Jedoch konnten hier nach 4 Tagen 
Kristallisationszeit bei −20 °C kleine weiße Kristalle beobachtet werden. Die Isolierung der Kristalle 
war aufgrund des öligen Untergrundes und der sehr geringen Menge nicht möglich.  
Die mit der vorhandenen Methode möglichen Konzentrationen der DMDO‑Lösung beliefen sich auf 
maximal 0,05 M und wich damit von der in der Vorschrift von Kim et al. (1999) beschriebenen 
Konzentration um ca. 40 % ab. Es wurde postuliert, dass dies verantwortlich für die fehlende 
Produktbildung der Synthese war. Daher wurde im Folgenden die Darstellung von DMDO nach 
Adam et al. (1991) durchgeführt. Hierbei wurde eine Suspension aus 254 ml destilliertem Wasser, 
192 ml Aceton und 58 g Natriumhydrogencarbonat hergestellt und auf 5–10 °C gekühlt. Dieser 
Suspension wurden unter starkem Rühren fünf Portionen Oxone® (120 g, 0,195 mol) alle 3 min 
zugegeben. Die Destillation des Produktes erfolgte direkt nach Abklingen der Reaktion bei 100–
130 mbar in eine auf −78 °C gekühlte Vorlage. Hierbei wurde darauf geachtet, dass das Destillat ein 
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Volumen von ca. 150 ml aufwies. Nach dieser Methode konnten deutlich höhere 
DMDO‑Konzentrationen von 0,085–0,098 M in der Lösung erzielt werden.  
Die Epoxid‑Synthese wurden mit den höherkonzentrierten DMDO‑Lösungen wiederholt und es 
zeigte sich, dass sowohl mit α‑ als auch mit β‑Asaron eine Bildung von weiß‑gelblichen Kristallen 
nach Kristallisation zu beobachten war. Durch Umkristallisieren in siedendem n‑Hexan und 
Filtrieren der heißen Lösung mit einem Faltenfilter konnte die Ausbeute Epoxide auf 84 % für α‑Asaronepoxid und 74 % für β‑Asaronepoxid gesteigert werden. Die Reinheit wurde mittels 
1H‑NMR bestimmt und lag für α‑Asaronepoxid bei >98 % und für β‑Asaronepoxid >96 %. α‑Asaronepoxid stellte sich als weiß bis hellgelbliche Kristalle dar. Im Gegensatz dazu stellte sich β‑Asaronepoxid als blättrige bis leicht nadelförmige, weiß‑hellgelbe Kristalle dar. Im Vergleich 
konnten Kim et al. (1999) für die Synthese von α‐Asaronepoxid nur eine Ausbeute von 52 % erzielen. 
Die hier beschriebene Methode brachte somit eine Steigerung der Ausbeute um 32 %. Die Synthese 
von β‑Asaronepoxid ist in der Literatur zuvor noch nicht beschrieben worden. 
Charakterisierung von α‑Asaronepoxid 
In Abbildung 4-1 ist das 1H‑NMR‑Spektrum von α‑Asaronepoxid in deuteriertem Chloroform 
(CDCl3) dargestellt und die entsprechenden Signale der Protonen wurden zugeordnet. 
Die Protonen der Methylgruppe mit einer chemischen Verschiebung δ von 1,43 ppm koppeln vicinal 
mit dem C2′‑Proton mit einer Kopplungskonstante J von 5,15 Hz und stellen sich als Duplett im 
1H‑NMR‑Spektrum dar. Das Proton der 2′‑Position der Seitenkette erfährt eine höhere 
Entschirmung durch den Oxiranring und wird dadurch in Richtung Tieffeld verschoben 
(δ = 2,92 ppm). Es koppelt zusätzlich mit dem C3′‑Proton mit J = 2,14 Hz und hat eine Aufspaltung 
eines Dupletts‑vom‑Quartett. Die drei Methoxygruppen mit δ = 3,79, 3,82 und 3,86 ppm sind als 
klare Singuletts im Spektrum abgebildet. Durch den entschirmenden Effekt der Sauerstoffatome 
findet keine Kopplung mit anderen Protonen im Molekül statt. Die Nachbarschaft zum Benzolring 
bedingt die Tieffeldverschiebung des Signals des 1′‑Protons zu δ = 3,88 ppm. Wie Abbildung 4-1 
zeigt, findet hier eine Aufspaltung zum Duplett statt, welche aus der vicinalen Kopplung 
(J = 2,11 Hz) mit dem 2′-Proton resultiert. Die Ringprotonen an C3 und C6 liegen mit δ = 6,49, und 
6,63 ppm im Bereich der aromatischen Protonen und sind als Singuletts dargestellt. Diese 
Tieffeldverschiebung resultiert aus dem Ringstromeffekt des Benzolrings. 
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Abbildung 4-1: 1H-NMR-Spektrum von α-Asaronepoxid in CDCl3. 1H-NMR (400 Hz, CDCl3) δ [ppm]: 1,43 (3H, d, 3J = 5,15 Hz, 
CH3), 2,92 (1H, dq, 3J = 2,14 Hz, 5,14 Hz, H2′), 3,79 (3H, s, OCH3), 3,82 (3H, s, OCH3), 3,86 (3H, s, OCH3), 3,88 (1H, 
d, 3J = 2,11 Hz, H1′), 6,49 (1H, s, H3), 6,63 (1H, s, H6). 
 
Verglichen mit den 1H‑NMR‑Daten für α‐Asaronepoxid aus Kim et al. (1999) (Tabelle 4-1) ist 
ersichtlich, dass diese übereinstimmen und somit α‐Asaronepoxid erfolgreich synthetisiert wurde. 
Tabelle 4-1: Vergleich der 1H‑NMR‑Daten von α‑Asaronepoxid mit Kim et al. (1999). Aufgenommen in CDCl3. 
 eigene Messung Kim et al. (1999) 
 δ [ppm] Multiplizität J [Hz] δ [ppm] Multiplizität J [Hz] 
CH3 (3 H) 1,43 d 5,15 1,45 d 5,1 
H2′ (1 H) 2,92 dq 2,14; 5,14 3,02 dq 5,1; 2,1 
OCH3 (3 H) 3,79 s  3,82 s  
OCH3 (3 H) 3,82 s  3,84 s  
OCH3 (3 H) 3,86 s  3,89 s  
H1′ (1 H) 3,88 d 2,11 3,90 d 2,2 
H3 (1 H) 6,49 s  6,52 s  
H6 (1 H) 6,63 s  6,66 s  








3 x OMe 
34 | E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  
 
Charakterisierung von β-Asaronepoxid 
Das Produkt der Reaktion von β-Asaron mit DMDO in Aceton wurde mittels 1H-NMR-Spektroskopie 
charakterisiert. In CDCl3 als Lösungsmittel wurde das in Abbildung 4-2 dargestellt Spektrum 
erhalten.  
 
Abbildung 4-2:  1H-NMR-Spektrum von β-Asaronepoxid in CDCl3. 1H-NMR (400 Hz, CDCl3) δ [ppm]: 1,05 (3H, d, 3J = 5,36 Hz, 
CH3), 3,34 (1H, m, H2′), 3,81 (3H, s, OCH3), 3,82 (3H, s, OCH3), 3,88 (3H, s, OCH3), 4,12 (1H, d, 3J = 4,20 Hz, H1′), 
6,51 (1H, s, H3), 6,77 (1H, s, H6). 
Die Signale im Tieffeld bei 6,51 ppm und 6,77 ppm lassen sich den Protonen H3 und H6 am 
Benzolring zuordnen. Sie erfahren ein große Entschirmung und damit einen Tieffeldshift durch den 
Ringstromeffekt des Benzolrings. Das Duplett bei einer Verschiebung von δ 4,12 ppm wird durch das 
Proton an 1′-Position der Seitenkette hervorgerufen. Es findet eine vicinale Kopplung zwischen dem 
Proton H1′ und H2′ mit J = 4,20 Hz statt. Die Singuletts bei δ 3,81, 3,82 und 3,88 ppm entsprechen den 
Protonen der Methoxygruppen am Benzolring, während das Multiplett bei δ 3,34 ppm dem Proton 
an 2′-Position am Oxiranring entspricht. Hier findet eine höhere Abschirmung und eine 
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statt. Da die Verbindung noch nicht in der Literatur beschrieben worden ist, wurde kein Vergleich 
mit Literaturspektren angestellt. 
In Abbildung 4-3 ist in Schwarz das 1H-NMR-Spektrum von β-Asaron und in Rot das von β‑Asaronepoxid, sowie farblich markiert die Signale der Protonen der Seitenkette dargestellt. Bei 
der Gegenüberstellung der beiden Spektren von Edukt und Produkt ist erkennbar, dass eine 
vollständige Umsetzung stattgefunden hat. Nach der Epoxidierung sind die Signale der 1′‑ und 
2′‑Protonen der Seitenkette aus dem Bereich der olefinischen Protonen von 6,39 ppm bzw. 5,65 ppm 
in den Bereich der aliphatischen Protonen von 3,29–3,35 ppm bzw. 4,01 ppm, in Nachbarschaft zu 
den Heteroatomen, verschoben worden. Im Bereich des Multipletts des Signals des 2′-Protons des 
Epoxides findet eine Überlagerung mit dem Signal des Wassers im Lösungsmittel bei 3,3 ppm statt. 
Weiter wurde beobachtet, dass die endständige Methylgruppe der Seitenkette durch das Fehlen der 
Doppelbindung weniger Entschirmung erfuhr und damit von 1,78 ppm zu 0,96 ppm weiter in 
Richtung Hochfeld verschoben wird im Vergleich zu Ausgangsverbindung. 
 
 
Abbildung 4-3:  Überlagerte 1H‐NMR von β‐Asaron (schwarz) und β‐Asaronepoxid (rot) aufgenommen in DMSO‑d6. 
In Tabelle 4-2 sind die chemischen Verschiebungen, Multiplizitäten und die Kopplungskonstanten 
der Ausgangsverbindung β‑Asaron und dem Syntheseprodukt β‑Asaronepoxid im Detail 
gegenübergestellt.  
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Tabelle 4-2:  Gegenüberstellung der Auswertung der 1H-NMR-Spektren von β-Asaron und β-Asaronepoxid aufgenommen 
in DMSO-d6. 
 β-Asaron β-Asaronepoxid 
 δ [ppm] Multiplizität J [Hz] δ [ppm] Multiplizität J [Hz] 
CH3 (3 H) 1,78 dd 3J = 7,08 
4J = 1,84 
0,96 d 3J = 5,52 
OCH3 (3 H) 3,69 s  3,67 s  
OCH3 (3 H) 3,75 s  3,79 s  
OCH3 (3 H) 3,79 s  3,80 s  
H2′ (1 H) 5,65 qd 3J = 7,06 
3J = 11,58 
4,01 d 3J = 4,11  
H1′ (1 H) 6,39 dd 3J = 11,54 
4J = 1,78 
3,29–3,35 m  
H3 (1 H) 6,67 s  6,63   
H6 (1 H) 6,81 s  6,72   
δ [ppm]: chemische Verschiebung, J [Hz]: Kopplungskonstante; s: Singulett, d: Duplett, dd: Duplett vom Duplett, m: Multiplett. 
Die Epoxidierung der Seitenkette von α‐ und β‐Asaron findet stereoselektiv statt, sodass für α‑Asaron das trans‑Produkt und für β‑Asaron das cis‑Produkt dargestellt werden kann. Genauer 
betrachtet ist es aber wahrscheinlich, dass sich das Produkt der Reaktionen jeweils aus einem 
Enantiomerenpaar zusammensetzt. Für α‑Asaron wird also das Enantiomerenpaar 
(1′S, 2′S)‑Asaronepoxid und (1′R, 2′R)‑Asaronepoxid (im Folgenden wird das Enantiomerenpaar α‑Asaronepoxid genannt) und mit β‑Asaron selektiv das Enantiomerenpaar (1′R, 2′S)‑Asaronepoxid 
und (1′S, 2′R)‑Asaronepoxid (im Folgenden wird das Enantiomerenpaar als β‑Asaronepoxid 
bezeichnet) gebildet. Da die Enantiomere weder mittels 1H‑NMR‑Spektroskopie noch mit den hier 
in der Arbeit verwendeten chromatographischen Methoden unterschieden bzw. isoliert werden 
können, wird im Folgenden nicht mehr weiter darauf eingegangen.  
Die kernspinresonanzspektroskopischen Untersuchungen (Abbildung 4-4) zeigten weiter, dass sich 
diese beiden Enantiomerenpaare gut voneinander unterscheiden lassen. Beide Epoxide wurden in 
CDCl3 aufgenommen. Das Spektrum von α‑Asaronepoxid ist in Rot und das von β‑Asaronepoxid in 
Schwarz abgebildet. Zu beobachten ist, dass die endständige Methylgruppe der Seitenkette vom 
cis‑konfigurierten β‑Asaronepoxid eine höhere Abschirmung erfährt mit δ 1,05 ppm als die 
trans‑konfigurierte von α‑Asaronepoxid mit δ 1,43 ppm. Das Signal des 2′‑Protons von α‐Asaronepoxid ist weiter Hochfeld verschoben, es erfährt also durch den negativen Induktiven 
(−I)‑Effekt des Oxiranrings eine höhere Entschirmung, als das 2′‑Protons des β‑Asaronepoxids. Das 
Duplett des 1′-Protons weist eine chemische Verschiebung δ 3,88 ppm für α‑Asaronepoxid und 
δ 4,12 ppm für β‑Asaronepoxid auf. Die Protonen der Methoxygruppen und das Ring‑Protonen 
werden von der Konfiguration der Seitenkette kaum beeinflusst.  
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Abbildung 4-4: Überlagerte 1H‐NMR von α‐Asaronepoxid (rot) und β‐Asaronepoxid (schwarz) aufgenommen in CDCl3 
400 MHz. 
In Tabelle 4-3 sind die Auswertungen der 1H-NMR-Spektren von α-Asaronepoxid und β‑Asaronepoxid gegenübergestellt. Der auffälligste Unterschied beider Verbindungen ist, dass das 
Signal des 2′-Protons bei α-Asaronepoxid zu einem sauberen Duplett-vom-Quartett aufgespalten 
ist und bei β-Asaronepoxid ein Multiplett mit unklarer Aufspaltung zu sehen ist. Diese Beobachtung 
ist unabhängig vom gewählten Lösungsmittel. 
Tabelle 4-3:  Gegenüberstellung der Auswertung der 1H-NMR-Spektren von α-Asaronepoxid und β-Asaronepoxid 
aufgenommen in CDCl3. 
 α-Asaronepoxid β-Asaronepoxid 
 δ [ppm] Multiplizität J [Hz] δ [ppm] Multiplizität J [Hz] 
CH3 (3 H) 1,43 d 3J = 5,16  1,05 d 3J = 5,36 
H2′ (1 H) 2,92 dq 3J = 2,15 
3J = 5,14 
3,34 m  
OCH3 (3 H) 3,79 s  3,81 s  
OCH3 (3 H) 3,82 s  3,82 s  
OCH3 (3 H) 3,86 s  3,88 s  
H1′ (1 H) 3,88 d 3J = 2,12 4,12 d 3J = 4,12  
H3 (1 H) 6,49 s  6,51 s  
H6 (1 H) 6,63 s  6,77 s  
δ [ppm]: chemische Verschiebung, J [Hz]: Kopplungskonstante; s: Singulett, d: Duplett, dq: Duplett vom Quartett, m: Multiplett. 
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Eine Charakterisierung hinsichtlich der Retentionszeiten von HPLC und UHPLC konnte ebenso wie 
eine massenspektrometrische Analyse nicht erfolgen, da die synthetisierten Epoxide instabil im 
wässrigen Milieu sind (siehe Kapitel 4.1.2) und diese Methoden wässrige Fließmittel erforderten. 
4.1.2 Stabilität der Epoxide in verschiedenen Lösungsmitteln 
Um mehr Informationen über die Reaktivität der Epoxide in verschiedenen Lösungsmitteln zu 
erhalten, wurden verschiedene 1H‐NMR‐Messungen durchgeführt. Die Stabilität der Epoxide wurde 
mit dem Ziel untersucht die Halbwertszeit abschätzen zu können. Ausgewählt wurden dafür 
Chloroform (CDCl3), da es in der Literatur schon erfolgreich als Lösungsmittel für die Epoxide 
verwendet wurde und somit eine Stabilität dieser über mehrere Stunden erwartet wurde. Weiter 
wurde Acetonitril‑d3 getestet, da es ein geeignetes Lösungsmittel für spätere Synthesen mit 
anschließender chromatographische Aufarbeitungen darstellt, sowie DMSO‑d6, da die Epoxide in 
anderen Projekten auch als Inkubationssubstanzen für die Zellkultur dienen sollten und DMSO ein 
gängiges und für die Zellen gut verträgliches Lösungsmittel ist. Weiter sollte auch das Verhalten der 
Epoxide in wässrigen Lösungen untersucht werden. Die gewonnenen Erkenntnisse sollten im 
Weiteren das Entwickeln der Syntheserouten für mögliche DNA‑Addukte erleichtern. 
Stabilität von α‑Asaronepoxid 
Für die Untersuchung zur Stabilität von α‐Asaronepoxid in verschiedenen Lösungsmitteln wurde 
dieses zunächst unter Argon in getrockneten, deuterierten Lösungsmitteln (DMSO-d6, CDCl3 und 
Acetonitril-d3) gelöst und unmittelbar zur ersten Messung eingesetzt. Anschließend wurden die 
Proben im NMR‑Röhrchen für fünf Tage bei RT belassen und erneut vermessen.  
Aus Abbildung 4-5 wird ersichtlich, dass α‑Asaronepoxid in CDCl3 über fünf Tage bei RT stabil ist. 
Es konnten im aufgenommenen Spektrum keine zusätzlichen Signale detektiert werden, welche auf 
eine Reaktion mit den Spuren an Wasser, welche im Lösungsmittel noch nachzuweisen waren, 
schließen lassen. Dass das verwendete CDCl3 nicht frei von Wasserspuren war, konnte am Signal der 
Wasserprotonen bei einer chemischen Verschiebung von 1,5 ppm gesehen werden. Die Spektren in 
Abbildung 4-5 sind nahezu deckungsgleich. 
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Abbildung 4-5: 1H‑NMR von α‐Asaronepoxid aufgenommen in CDCl3, t = 0 h (rot) und t = 123 h (schwarz). 
Bei der Betrachtung der Spektren von α‐Asaronepoxid zu den Zeitpunkten t = 0 h und t = 123 h, 
welche in Acetonitril‑d3 (Abbildung 4-6) aufgenommen wurden, ist zu sehen, dass auch hier die 
Stabilität von α‑Asaronepoxid über fünf Tage bestätigt werden kann. Jedoch ist bei genauer 
Betrachtung zu sehen, dass Veränderungen im Bereich von 3,1–3,45 ppm zu sehen sind. Dies 
Zunahme der Peaks im Rauschen der Baseline deuten darauf hin, dass Reaktionen in der Lösung 
stattgefunden haben. Diese sind wahrscheinlich durch das restliche Wasser im Lösungsmittel, zu 
erkennen am Signal bei einer Verschiebung von 2,1 ppm, möglich geworden. Jedoch sind diese so 
gering, dass im Allgemeinen von einer Stabilität von α‑Asaronepoxid für fünf Tage bei RT 
ausgegangen werden kann. 
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Abbildung 4-6: 1H‑NMR von α‐Asaronepoxid aufgenommen in Acetonitril‑d3 t = 0 h oben und t = 123 h unten. 
Auch die Stabilität von α‑Asaronepoxid in DMSO‑d6 wurde untersucht. Dies ist vor allem im Hinblick 
darauf, dass die Epoxide in Zellkulturexperimenten untersucht werden sollen von Bedeutung, da 
DMSO hier standardmäßig als Lösungsmittel eingesetzt wird. Die Untersuchungen zeigten, dass die 
Spektren der Messungen von t = 0 h und t = 123 h deckungsgleich sind (Abbildung 4-7). Es scheint, 
dass auch die Restmenge an Wasser in DMSO, was durch das Signal bei 3,3 ppm zu erkennen ist, 
kein Einfluss auf die Stabilität von α‑Asaronepoxid über 5 Tage bei RT hatte.  
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Abbildung 4-7: 1H‑NMR von α‐Asaronepoxid aufgenommen in DMSO‑d6; Überlagerte Signale der Messung bei t = 0 h (rot) 
und t = 123 h (schwarz). 
Kim et al. (1999) beschrieben die Halbwertszeit von α‑Asaronepoxid in wässrigem 0,1 M 
Kaliumphosphat‑Puffer mit 4,0 min und in Gegenwart von 154 mM Kaliumchlorid mit 2,4 min. Für 
die Messung mittels HPLC sollten Startbedingung mit einem wässrigen Anteil von ca. 90 % 
verwendet werden. Hierfür sollte im Vorhinein die Stabilität bzw. die Halbwertszeit von α‑Asaronepoxid nach Zugabe von Wasser bestimmt werden. 10 mg α‑Asaronepoxid wurden in 50 µl 
Acetonitril gelöst und in ein NMR‑Messröhrchen überführt. Erst unmittelbar vor der Messung wurde 
die Probe mit 550 µl D2O versetzt. Es sollten stündlich Messungen der Probe erfolgen, um die 
Umsetzung des Epoxids zu dessen Reaktionsprodukte im wässrigen Milieu zu beobachten. 
Wie in Abbildung 4-8 zu sehen ist, konnte bereits in der ersten Messung direkt nach der Zugabe von 
D2O zum in 50 µl gelösten α‑Asaronepoxid kein Epoxid mehr detektiert werden. Die Umsetzung hat 
innerhalb wenige Sekunden vollständig stattgefunden. Entstanden ist eine Mischung aus 
erythro‑Asarondiol, threo-Asarondiol und 2,4,5‑Trimethoxyphenylaceton (Abbildung 4-9). Das 
Singulett bei δ = 2,26 ppm kann dem 2,4,5‑Trimethoxyphenylaceton zugeordnet werden und das 
Multiplett bei δ = 4,03 ppm kann den Diolen zugeordnet werden. Über das Peakflächenverhältnis 
und unter Einbeziehung, dass unter dem Singulett zwei Protonen liegen und unter dem Multiplett 
ein Proton, ergibt sich ein Verhältnis von Diolen zu Keton von 10:6. 
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Abbildung 4-8: 1H‑NMR von α‐Asaronepoxid aufgenommen in 50 µl Acetonitril und 550 µl D2O. Messung direkt nach der 
Zugabe von D2O. 
Die Halbwertszeit von α‑Asaronepoxid in wässriger Lösung beträgt nur wenige Minuten. Die genaue 
Halbwertszeit ist mittels 1H‑NMR‑Spektroskoopie nicht zu bestimmen, da die Zeit vom Herstellen 
der Lösung bis zum Messen des NMR‑Spektrums mit 8 Scans ungefähr 4 min betrug. Es ist also zu 
erwarten, dass α‑Asaronepoxid in wässriger Lösung innerhalb kürzester Zeit zu den beiden Diolen 
und dem Keton reagieren. 
 
Abbildung 4-9:  Hydrolyse von α‑Asaronepoxid im wässrigen Milieu. 
Die Messungen zur Halbwertszeit wurden über 61 Stunden durchgeführt. So konnte ebenfalls 
gezeigt werden, dass sich auch über diesen Zeitraum das Verhältnis der gebildeten Produkte nicht 
veränderte (Abbildung 4-10). 
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Abbildung 4-10: 1H‑NMR der Halbwertszeit Messungen von α‐Asaronepoxid in 50 µl Acetonitril und 550 µl D2O nach 0 h (rot) 
und nach 61 h (schwarz). 
 
Stabilität von β‐Asaronepoxid 
Die gleichen Untersuchungen, die zur Stabilität von α‑Asaronepoxid gemacht wurden, wurden auch 
mit β‑Asaronepoxid durchgeführt. Für die Stabilität in CDCl3 wurde dasselbe Ergebnis beobachtet. 
Die Spektren direkt nach lösen des Epoxids und nach 123 h sind Deckungsgleich (Abbildung 4-11). 
Ebenso konnte keine Veränderungen im Spektrum von β‑Asaronepoxid mit DMSO‑d6 als 
Lösungsmittel beobachtet werden (Abbildung 4-12). Über 123 h konnte eine Zunahme des 
Wassersignals bei δ 3,3 ppm beobachtet werden. Woher diese Zunahmen kam, konnte nicht geklärt 
werden. Die NMR-Röhrchen waren für die Zeit der Lagerung bei RT mittels Parafilm® abgedichtet, 
um ein Eindringen von Luftfeuchtigkeit aufgrund der Hygroskopie des Lösungsmittels zu 
vermeiden. Die Menge an Wasser in der Probe ist jedoch so gering, dass keine Reaktion zu den 
Diolen und dem Keton stattfand. 
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Abbildung 4-11:  1H‑NMR von β‐Asaronepoxid aufgenommen in CDCl3; Überlagerte Signale der Messung bei t = 0 h (rot) und 
t = 123 h (schwarz). 
 
Abbildung 4-12: 1H‑NMR von β‐Asaronepoxid aufgenommen in DMSO‑d6. Überlagerte Signale der Messung bei t = 0 h (rot) 
und t = 123 h (schwarz). 
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Lediglich mit Acetonitril als Lösungsmittel gab es nach fünf Tagen wie bei α‑Asaronepoxid kleinere 
Abweichungen im Spektrum im Vergleich zur Messung bei t = 0 h. Im Bereich von 3,5–4,2 ppm ist 
eine leichte Zunahme an Signalen im Rauschen der Baseline zu erkennen (Abbildung 4-13). Diese 
ist jedoch so gering, dass im Allgemeinen von einer guten Stabilität von β‑Asaronepoxid in 
Acetonitril bei RT über fünf Tage ausgegangen werden kann. 
 
Abbildung 4-13: 1H‑NMR von β‐Asaronepoxid aufgenommen in Acetonitril‑d3 t = 0 h oben und t = 123 h unten. 
Versuche zur Stabilität von β‑Asaronepoxid in wässriger Lösung wurden von Cartus et al. (2015) 
durchgeführt. Wie bei α‑Asaronepoxid ist eine Reaktion innerhalb weniger Minuten zu beobachten. 
Weiter wurde die pH‑Wert-Abhängigkeit des Produktspektrum der Hydrolyse der Epoxide 
untersucht. Hierbei zeigt sich, dass bei α‐Asaronepoxid bei pH ≤ 9 die Bildung des 
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erythro‑Asarondiol bevorzugt wird. Bei pH 10 ist die Menge an Diol ungefähr gleich der an Keton. 
Ab pH 11 übersteigt die Ketonbildung die Diolbildung um ein Vielfaches. Die Hydrolyse von β‑Asaronepoxid zeigt ein ähnliches Bild. Im Sauren (pH 0–4) wird vermehrt erythro‑Asarondiol 
gebildet. Im Bereich von pH 5–9 ist das Verhältnis von Diol zu Keton ungefähr eins. Ab pH 10 
übersteigt die Ketonbildung die Diolbildung. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass α‑ und β‑Asaronepoxid in den Lösungsmitteln 
DMSO, Chloroform und Acetonitril eine Stabilität bei RT über min. fünf Tage aufweisen. In 
wässrigen Lösungen findet bei beiden Epoxiden innerhalb weniger Minuten eine Hydrolyse zu den 
Diolen, erythro‑Asarondiol und threo‑Asarondiol und dem Keton 2,4,5‑Trimethoxyphenlyaceton 
statt. 
4.2 Reaktivität von α‑und β‑Asaronepoxid gegenüber 
2′‑Desoxynukleosiden 
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchungen zur Reaktivität verschiedener 
Asaronmetaboliten gegenüber den DNA‑Basen 2′‑Desoxyadenosin (dA), 2′‑Desoxyguanosin (dG), 
2′‑Desoxythymidin (dT) und 2′‑Desoxycytidin (dC) beschrieben (Abbildung 4-14).  
 
Abbildung 4-14:  Strukturformeln der DNA-Basen 2′-Desoxyadenosin, 2′-Desoxyguanosin, 2′-Desoxycytidin und 
2′‑Desoxythymidin (von links nach rechts). 
Hierzu wurden Ansätze im Maßstab von jeweils 500 µl Gesamtvolumen durchgeführt und diese 
anschließend mittels Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie (high performance liquid 
chromatography, HPLC) gekoppelt mit einem UV/VIS (ultraviolettes und visible (sichtbares) Licht)-
Detektor (vgl. Kapitel 7.2.1) und HPLC gekoppelt mit Elektrosprayionisation (ESI)‑MS analysiert. 
Der Grund für die geringen Probenvolumina waren die aufwendige Synthese von α‑ und β‑Asaronepoxid und somit sollten diese limitierenden Chemikalien eingespart werden. 
Zuerst wurde aufgrund der vorangegangen Stabilitätsversuche der Epoxide in verschiedenen 
Lösungsmitteln die Reaktivität von α‑ und β‑Asaronepoxid mit den Purinbasen dG und dA in DMSO 
untersucht, da aufgrund der freien Aminogruppe die Epoxide hier einen Angriffspunkt für die 
Adduktbildung finden könnten. Dazu wurden Reaktionsansätze mit jeweils 20 mM Epoxid und 
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10 mM Purinbase in 500 µl DMSO angesetzt und für 24 h bei 37 °C belassen. Anschließend wurde 
die Reaktionsmischungen mittels HPLC‑UV/VIS untersucht. Um eine Veränderung in den 
Reaktionsmischungen zu erkennen, wie die Abnahme der Peakhöhe/‑fläche der Nukleoside und das 
Auftreten neuer Peaks im Chromatogramm, wurden die Reaktanten einzeln vermessen. Hierbei 
wurde beobachtet, dass unter den HPLC‑Bedingungen (0,1%ige, wässrige Ameisensäure und 
Methanol) die Hydrolyseprodukte erythro‑Asarondiol, threo‑Asarondiol und 
2,4,5‑Trimethoxyphenylaceton (im Folgenden als Keton bezeichnet) gebildet wurden (Abbildung 
4-15). Diese Beobachtung passt zu den Ergebnissen aus den Stabilitätsversuchen von α‑ und β‑Asaronepoxid im wässrigen Milieu. Unter den gewählten HPLC‑Bedingungen (Kapitel 7.2.1) 
konnte kein Unterschied in den Produktspektren der Hydrolyse von α‑ und β‑Asaronepoxid 
festgestellt werden.  
 
Abbildung 4-15: HPLC‑UV/VIS‑Chromatogramm einer 2 mM β‐Asaronepoxid‑Lösung in DMSO bei einer Wellenlänge von 
275 nm. Mit 1: threo‑Asarondiol bei tR = 21,1 min, 2: erythro‑Asarondiol bei tR = 21,8 min und 
3: 2,4,5‑Trimethoxyphenylaceton bei tR = 23,4 min. 
Die Hydrolyseprodukte und die Nukleoside konnten mit der gewählten HPLC‑UV/VIS‑Methode gut 
getrennt werden und entstandene Produkte detektiert können werden. Die Retentionszeiten der 
Hydrolyseprodukte wurden mit synthetisch dargestellten Äquivalenten (freundlicherweise zu 
Verfügung gestellt von Alexander Cartus) überprüft und bestätigt. Neben DMSO wurde für die 
Reaktionsansätze eine 50:50 Mischung aus Methanol und 0,1%iger, wässriger Ameisensäure (im 
Folgenden als „MeOH-AS“ bezeichnet) und ein 10 mM Ammoniumcarbonat‑Puffer (im Folgenden 
als „Puffer“ bezeichnet) verwendet.  
4.2.1 Reaktionen von α‑und β‑Asaronepoxid mit 2′-Desoxyadenosin 
Charakterisierung mittels HPLC-UV/VIS und HPLC-ESI-MS 
In Abbildung 4-16 ist zu sehen, dass bei der Reaktion von α-Asaronepoxid mit dA in DMSO keine 
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zu erkennen, welcher unter den vorhandenen HPLC-Bedingungen nicht vollständig vom Keton zu 
trennen war. Dieser Peak wurde weiter untersucht, um eine etwaige Adduktbildung zu verifizieren. 
 
Abbildung 4-16: Überlagerung der HPLC‑UV/VIS‑Chromatogramme bei 275 nm der Reaktionsansätze von 20 mM 
α‑Asaronepoxid mit 10 mM 2′-Desoxyadenosin in Dimethylsulfoxid (rot), Methanol : 0,1%ige Ameisensäure 
(50:50) (schwarz) und 10 mM Ammoniumcarbonat‑Puffer (blau). 1: threo‑Asarondiol, 2: erythro‑Asarondiol, 
3: 2,4,5‑Trimethoxyphenylaceton, 4: 2′‑Desoxyadenosin, 5: Reaktionsprodukt. 
 
 
Abbildung 4-17:  Überlagerung der HPLC‑UV/VIS‑Chromatogramme bei 275 nm der Reaktionsansätze von 20 mM 
β‑Asaronepoxid mit 10 mM 2′‑Desoxyadenosin in DMSO (schwarz), Methanol:0,1%ige Ameisensäure (50:50) 
(rot) und 10 mM Ammoniumcarbonat‑Puffer (blau). 1: threo‑Asarondiol, 2: erythro‑Asarondiol, 
3: 2,4,5‑Trimethoxyphenylaceton, 4: 2′‑Desoxyadenosin, 5: Reaktionsprodukt. 
Die Reaktion von β‑Asaronepoxid mit dA in den drei gewählten Lösungsmitteln lieferte ein 
ähnliches Bild. Aus Abbildung 4-17 geht hervor, dass in DMSO und in MeOH-AS kein Produkt 
gebildet wurde. In Puffer ist hingegen ein Peak (5) zu erkennen, welcher dieselbe Retentionszeit 
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Um die gebildeten Produkte (Peak 5) genauer zu untersuchen, wurden massenspektrometrische 
Messungen im Fullscan mit positiver Ionisierung durchgeführt. Hierzu wurde die 
HPLC‑UV/VIS‑Methode auf ein HPLC‑ESIpos‑MS‑System, bestehend aus einer Perkin Elmer HPLC 
und einem API 2000 Massenspektrometer (Applied Biosystems), übertragen. Folgenden 
MS‑Parameter wurden verwendet: curtain gas: 20 psi, ion spray voltage: 4200 V, Temperatur: 400 °C, 
Gas 1: 20 psi, Gas 2: 20 psi, declustering potential: 60 V, focus potential: 400 V, entrance potential: 5 V. 
In Abbildung 4-18 sind die Chromatogramme und das Massenspektrum der Reaktionsmischung von α-Asaronepoxid mit dA in Puffer dargestellt. 
 
Abbildung 4-18: HPLC‑ESIpos‑MS‑Chromatogramm des Reaktionsansatzes von α‐Asaronepoxid mit 2′‑Desoxyadenosin in 
10 mM Ammoniumcarbonat‑Puffer. HPLC-MS‑System: 1100 Series (Agilent Technologies) und API 2000 
(Applied Biosystems). A: UV/VIS‑Chromatogramm bei einer Wellenlänge von 275 nm. B: Extracted ion 
chromatogram (XIC) der Q1 Massen 476,0–476,2 amu. C: Extrahiertes Massenspektrum von 15,951–
16,094 min. 
Bei den Messungen konnte zur Retentionszeit von etwa 16 min eine Masse von m/z 476 detektiert 
werden. Im extraced ion chromatogram (extrahiertes Ionenchromatogramm; XID) (Abbildung 4-18 
(B)) stellte sich diese Masse als einzelner Peak dar. Diese Masse passte zu drei hypothetischen 
dA‑α‑Asaron-Addukten N6‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin (N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA), 
N1‑1′-Hydroxy-dihydroasaron-2′-desoxyadenosin (N1‑1′‑OH‑2H‑A‑dA) und N3-1′-Hydroxy-
dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin (N3‑1′‑OH‑2H‑A‑dA) (Abbildung 4-19). Weiter war es denkbar, 
dass sich die Position der Hydroxygruppe an der Seitenkette des Asarons in 2′‑Position befindet. Der 
Reaktionsansatz der Reaktion von β‑Asaronepoxid mit dA lieferte das gleiche Ergebnis. Auch hier 
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Abbildung 4-19: Strukturformeln der hypothetischen Addukte von Asaronepoxid mit 2′‑Desoxyadenosin. A: 
N6‑1′‑Hydoxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin, B: N1‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin und 
C: N3‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin. 
Die hier erzielten Erkenntnisse ließen darauf schließen, dass die α- und β-Asaronepoxid unter 
schwach basischen Bedingungen in der Lage sind mit dA im wässrigen Milieu zu reagieren. Hierbei 
entstand ein Produkt mit einem m/z von 476. Die Messungen mittels HPLC-UV/VIS und mittels 
HPLC-ESIpos-MS zeigten keine weiteren Produkte bei den obengenannten Reaktionen. Die 
Reaktionsansätze in DMSO und MeOH-AS wurden ebenfalls mittels MS vermessen. Es konnten 
keine Hinweise auf eine Adduktbildung beobachtet werden, was die Ergebnisse aus den 
HPLC‑UV/VIS‑Messungen bestätigte. 
Charakterisierung mittels 1H-NMR-Spektroskopie 
Um das gebildete Produkt genauer untersuchen zu können wurden größere Ansätze der Reaktion 
hergestellt. Da in den Reaktionsansätzen der Charakterisierung mittels HPLC-UV/VIS bzw. 
HPLC‑ESIpos-MS beobachtet wurde, dass es keinen Unterschied macht, welches der beiden Epoxide 
für die Adduktbildung eingesetzt wird, wurde im Folgenden die Reaktionen mit β‐Asaronepoxid 
durchgeführt. 
Für diese Untersuchungen wurden Reaktionen im Maßstab von 10 ml durchgeführt und die 
Konzentration der Reaktanten auf 40 mM β‐Asaronepoxid und 20 mM dA verdoppelt. Anschließend 
wurde die Reaktionsmischung mittels präparativer‑HPLC aufgearbeitet. Hierzu wurde der Gradient 
der analytischen HPLC‐Methode (Kapitel 7.2.1) im Produktbereich (20–28 min) etwas abgeflacht, 
um eine bessere Trennung der Produkte zu erzielen. Um diese Trennung zu verbessern, wurde 
zusätzlich Acetonitril anstatt Methanol als Fließmittel verwendet. Unter diesen Bedingungen 
konnten Keton und Addukt getrennt werden (Kapitel 7.2.2). Die erhaltenen Fraktionen wurden 
unter reduziertem Druck vom Lösungsmittel befreit und anschließend bis zur Gewichtskonstanz 
lyophilisiert.  
Mittels 1H‑NMR‑Spektroskopie und ESIpos‑MS2‑Experimenten wurde die Identifizierung des 
Adduktes vorgenommen. Wie in Abbildung 4-19 dargestellt sind für die Reaktion von β‑Asaronepoxid mit dA drei Produkte denkbar.  
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In Abbildung 4-20 ist das 1H‑NMR-Spektrum des Reaktionsproduktes dargestellt, welches dem 
N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA -Addukt entspricht. Den Signalen bei δ = 8,37 ppm und δ = 8,15 ppm konnten 
die Protonen des Purinrings genauer an Position C8 und C2 zugeordnet werden. Sie erfuhren 
aufgrund ihrer Nachbarschaft zu Heteroatomen und des Ringstromeffektes des heteroaromatischen 
Systems eine große Entschirmung und sind daher im tiefen Feld des Spektrums zu finden. Als 
Singuletts mit einer chemischen Verschiebung von 7,00 ppm und 6,67 ppm stellten sich die 
Ringprotonen am Benzolring des Arsaronrestes dar. Das charakteristische Triplett mit δ 6,34 ppm 
und einer Kopplungskonstante von 6,93 Hz entsprach dem Proton an C1-Position der Ribose. Das 
Proton an 1′-Position der Seitenkette des Asaronrestes wies ein δ von 4,40 ppm auf. Die Signale bei 
δ 2,25 ppm, 2,71 ppm 3,87 ppm und 3,96 ppm konnten den Protonen der Ribose zugeordnet werden. 
Die drei Singuletts der Protonen der Methoxygruppen am Benzolring erschienen im Spektrum bei δ 
3,62 ppm, 3,75 ppm und 3,84 ppm. Das Duplett bei 1,03 ppm resultierte aus dem Signal der 
Protonen der Methylgruppe an 3′-Position des Asarons. Die Zuordnung der Protonen war aufgrund 
des breiten und intensiven Wassersignals nicht eindeutig, da hierdurch einige charakteristische 
Signale wie z. B. das Signal des Protons am 2′‑Kohlenstoff des Asarons überlagert wurden. Eine 
hinreichende Menge an Protonen konnte jedoch zugeordnet werden, sodass mit hoher 
Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden kann, dass die Bindung an der exozyklischen 
Aminogruppe des dAs stattgefunden hat. 
Für die DNA‑Adduktbildung von Epoxiden mit dA ist in der Literatur beschrieben, dass diese 
bevorzugt an N1‑ oder N3‑Position des dA stattfindet (Koskinen & Plná, 2000). Hätte eine solche 
Bildung stattgefunden, wären im 1H-NMR-Spektrum charakteristische Signale der Protonen an C8 
und C2 des Purinrings weniger stark entschirmt und im Bereich von 7,5–8,0 ppm zu finden.  
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Abbildung 4-20:  1H‑NMR von des Produktes der Reaktion von 2′‑Desoxyadenosin mit β‐Asaronepoxid aufgenommen in 
DMSO‑d6. 1H‐NMR (400 MHz, DMSO‐d6, ST‐144) δ [ppm]: 1,03 (d, J = 6,31 Hz, 3H, CH3); 2,25 (m, 1 H, H1); 2,71 
(m, 1 H, H2); 3,62 (s, 3 H, OCH3); 3,75 (s, 3 H, OCH3); 3,84 (s, 3 H, OCH3); 3,87 (m, 1 H, H3 oder 4); 3,96 (m, 1 H, H5); 
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Weiter war aus dem 1H-NMR-Spektrum ersichtlich, dass es sich hier unterschiedliche Enantiomere 
bildeten. N6-1′-OH-2H-A-dA weist in der Seitenkette des Asaronrestes zwei Stereozentren auf, 
sodass vier Isomere erwartet werden können. Über einen Peakflächenvergleich im Bereich der 
aromatischen Protonen konnte für das Hauptisomer Anteil von ca. 80 % berechnet werden.  
Charakterisierung mittels ESIpos-MS2-Spektroskopie 
Zur weiteren Charakterisierung der Verbindung wurden ESIpos‑MS2‑Experimente durchgeführt. 
 
 
Abbildung 4-21: ESIpos‑MS2‑Spektrum von N6‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin, ESI‑MS/MS‑System: Qtrap 5500 
(AB Sciex), MS/MS‑Parameter gemäß UHPLC‑ESI‑MS/MS‑Methode (vgl. Kapitel 7.2.5), Scanrate: 200 Da/s, 
MCA 150 Scans, Flussrate: 10 µl min−1 (Spritzenpumpe), m/z: Masse‑zu‑Ladungsverhältnis. 
Das in Abbildung 4-21 dargestellte MS2‑Spektrum des Produktes zeigte das Molekülion [M+H]+ bei 
einem m/z 476,029. Das intensivste Fragmention wies ein m/z 225,249 auf und resultierte aus der 
Abspaltung des 2′‑Desoxyadenosins. Als weitere charakteristische Fragmentionen konnten die 
Abspaltung der Ribose (m/z 360,183), die Abspaltung des Asaronrestes (m/z 252,032) sowie die 
zusätzliche Abspaltung der Ribose (m/z 136,160) beobachtet werden. Das Fragmention mit einem 
m/z 308,057 resultierte aus der Abspaltung des dreifach substituierten Benzolrings, anschließender 
Umlagerung und Ausbildung einer Doppelbindung. Bei einem m/z 192,184 konnte als Fragmention 
der Asaronrest nach Abspaltung der Hydroxygruppe und einer Methylgruppe mit anschließender 
Ausbildung einer Doppelbindung nachgewiesen werden. Alle auftretenden Fragmentionen konnten 
der vorgeschlagenen Verbindung zugeordnet werden. 
Zusammen mit den Ergebnissen der 1H‑NMR‑Spektroskopie konnte hier mit hinreichender 
Sicherheit bestätigt werden, dass sich bei der Reaktion von β‐Asaronepoxid mit dA im Basischen 
N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA als Hauptprodukt bildete.  
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4.2.2 Reaktionen von α‑und β‑Asaronepoxid mit 2′-Desoxyguanosin 
Charakterisierung mittels HPLC-UV/VIS und HPLC-ESI-MS 
Die Adduktbildungsversuche wurden analog mit 2′‑Desoxyguanosin als Reaktionspartner 
durchgeführt. Die Reaktion erfolgte jeweils mit 10 mM dG und 20 mM α‑ oder β‑Asaronepoxid 
entweder in 500 µl DMSO, MeOH-AS oder Puffer und einer Reaktionsdauer von 24 h bei 37 °C. Die 
Ergebnisse HPLC-UV/VIS-Untersuchungen der Reaktion von α‑Asaronepoxid mit dG sind in 
Abbildung 4-22 dargestellt. In allen drei Reaktionsansätzen konnte ein Signal bei einer 
Retentionszeit von 23,4 min (Peak 7) beobachtet werden. Es fällt auf, dass auch hier für die Reaktion 
in Puffer die größte Umsetzung zum Reaktionsprodukt stattgefunden hat. 
 
 
Abbildung 4-22:  Überlagerung der HPLC‑UV/VIS‑Chromatogramme bei 275 nm der Reaktionsansätze von 20 mM α‐
Asaronepoxid mit 10 mM 2′‑Desoxyguanosion in DMSO (schwarz), Methanol:0,1%ige Ameisensäure (50:50) 
(rot) und 10 mM Ammoniumcarbonat‑Puffer (blau). 1: threo‑Asarondiol, 2: erythro‑Asarondiol, 3: 
2,4,5‑Trimethoxyphenylaceton, 6: 2′‑Desoxyguanosin, 7: Reaktionsprodukt. 
Mit β‑Asaronepoxid als Reaktionspartner zeigte sich ein ähnliches Bild, wobei hier in DMSO keine 
Reaktion zu beobachten war (Abbildung 4-23). Auch hier war mit Puffer als Lösungsmittel die größte 
Umsetzung zum Produktpeak 7 zu beobachten. Bei der Reaktion mit β‑Asaronepoxid in Puffer fand 
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Abbildung 4-23: Überlagerung der HPLC‑UV/VIS‑Chromatogramme bei 275 nm der Reaktionsansätze von 20 mM β‐
Asaronepoxid mit 10 mM 2′‑Desoxyguanosion in DMSO (schwarz), Methanol : 0,1%ige Ameisensäure (50:50) 
(rot) und 10 mM Ammoniumcarbonat‑Puffer (blau). 1: threo‑Asarondiol, 2: erythro‑Asarondiol, 3: 
2,4,5‑Trimethoxyphenylaceton, 6: 2′‑Desoxyguanosin, 7: Reaktionsprodukt. 
 
Abbildung 4-24:  HPLC‑ESIpos‑MS‑Scan des Reaktionsansatzes von α‐Asaronepoxid mit 2′‑Desoxyguanosin in 10 mM 
Ammoniumcarbonat‑Puffer, HPLC-MS‑System: 1100 Series (Agilent Technologies) und API 2000 (Applied 
Biosystems). A: UV/VIS‑Chromatogramm bei einer Wellenlänge von 275 nm. B: Extracted ion chromatogram 
(XIC) der Q1 Massen 492,0–492,2 amu. C: Extrahiertes Massenspektrum von 15,226–15,529 min. 
Mittels HPLC‑ESIpos‑MS wurden die Reaktionsansätze von β‑Asaronepoxid mit dG weiter untersucht 
mit dem Ziel das entstandene Produkt zu charakterisieren. Anhand des Reaktionsansatzes in Puffer 
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Diese entspricht den drei hypothetische dG‑Addukten N2‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron-
2′‑desoxyguanosin (N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG), N7‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyguanosin 
(N7‑1′‑OH‑2H‑A‑dG) und O6‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyguanosin (O6‑1′‑OH‑2H‑A‑dG) 
(Abbildung 4-25). Weiter konnte zu gleichen Retentionszeit ein Signal von m/z 376 detektiert 
werden, welches dem Addukt N7‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑guanin (N7‑1′‑OH‑2H‑A‑GA) 
entsprechen könnte. Dieses kann nach Abspaltung der Ribose aus N7‑1′‑OH‑2H‑A‑dG entstehen. 
Eine genauere Identifizierung und Charakterisierung konnte auch hier erst nach Synthese im 
größeren Maßstab erfolgen. Jedoch war es wahrscheinlich, dass das Guanin‑Addukt 
N7‑1′‑OH‑2H‑A‑GA unter den gewählten HPLC‑Bedingungen später eluieren würde, da es durch 
den Verlust der Ribose weniger polar ist als die anderen Addukte. Auch die Bildung von 
N7‑1′‑OH‑2H‑A‑dG als stabiles Addukt wurde als relativ unwahrscheinlich angesehen, da aus der 
Literatur bekannt ist, dass N7‑Addukte von anderen Epoxiden wie z. B. von Glycidamid oder Styrol 
auf Grund der Ladung an N7-Guanosin zur Abspaltung der Ribose neigen und somit zu 
Guanin‑Addukten führen (Segerbäck et al., 1995; Da Costa et al., 2003, Schrader und Linscheid, 
1997). 
 
Abbildung 4-25: Strukturformeln der hypothetischen Addukte von Asaronepoxid mit 2′‑Desoxyguanosin.  
A: N2‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyguanosin; B: O6‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyguanosin,  
C: N7‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′desoxyguanosin und D: N7‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑guanin. 
Weiter wurden auch die Reaktionsansätze in MeOH-AS und die Ansätze mit α‑Asaronepoxid in allen 
drei Lösungsmitteln massenspektrometrisch untersucht. In allen Reaktionsmischung konnte die 
Bildung eines Produktes mit m/z 492 nachgewiesen werden. Weitere etwaige Produkte konnten 
unter den gewählten Bedingungen im Massenbereich von 50–600 amu in keinem der 
Reaktionsansätze mit dG nachgewiesen werden. 
Charakterisierung mittels 1H-NMR-Spektroskopie 
Die Charakterisierung mittels 1H-NMR-Spektroskopie erfolgte am Reaktionsprodukt aus β‑Asaronepoxid (40 mM) und dG (20 mM) in Puffer mit einem Gesamtvolumen von 10 ml. Der 
Reaktionsansatz wurde mittels präparativer‑HPLC aufgearbeitet, wofür der Gradient der 
HPLC‑UV/VIS-Methode im Bereich von 20–30 min zur besseren Trennung der Reaktanten 
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abgeflacht wurde (vgl. Kapitel 7.2.2). Die erhaltenen Fraktionen wurden unter reduziertem Druck 
vom Lösungsmittel befreit und anschließend bis zu Gewichtkonstanz lyophilisiert. 
Für die Reaktion von dG mit β‐Asaronepoxid konnte eine Fraktion gesammelt werden, welche dem 
Produktpeak in den vorherigen Untersuchungen entsprach. Mittels HPLC‑UV/VIS und 
HPLC‑ESIpos‑MS wurde diese vor dem Lyophilisieren der Fraktion bestätigt. Der so erhaltene 
Feststoff wurde zum einen für die Messung mittels 1H‑NMR-Spektroskopie und zum anderen zu 
massenspektrometrischen Untersuchungen eingesetzt.  
In Abbildung 4-26 ist das 1H‑NMR des Produktes in der Übersicht dargestellt und die Signale wurden 
den Protonen des Moleküls zugeordnet. 
Das Signal bei δ 10,57 ppm war dem Proton an N1-Position des dGs zuzuordnen. Es erfuhr durch die 
hohe Elektronegativität des freien Elektronenpaars am Stickstoff und der Nachbarschaft zu dem 
heteroaromatischen System des Purins eine hohe Entschirmung und hat einen starken Tieffeldshift. 
Das Proton an C8 des dGs ist etwas weniger stark entschirmt mit δ 7,86 ppm. Die arylischen 
Protonen des Asaronrestes ergeben jeweils ein Singulett bei δ = 6,80 ppm und δ = 6,68 ppm. Die 
Signale bei δ 2,11 ppm, 2,62 ppm, 3,53 ppm 3,77 ppm, 3,87 ppm, 4,32 ppm und 6,06 ppm konnten 
den Protonen der 2′-Desoxyribose zugeordnet werden. Das Multiplett bei δ = 5,07 ppm resultierte 
aus dem Proton an 1′-Position der Asaronseitenkette. Die drei Singulett mit jeweils einem relativen 
Integral von drei entstammten den Protonen der Methoxygruppen am Benzolring. Das Multiplett 
bei δ 3,48 ppm entsprach dem Proton an 2′-Position der Asaronseitenkette. Die größte Abschirmung 
erfuhren die Protonen der Methylgruppe am Asaronrest mit δ = 1,08 ppm. 
Aus den Ergebnissen der 1H-NMR-Spektroskopischen Untersuchungen ging hervor, dass als Produkt 
der Reaktion von β-Asaronepoxid mit dG das Addukt N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG resultierte. Alle weiteren 
hypothetischen Addukte konnten aufgrund des 1H-NMR-Spektrums und dem Retentionsverhalten 
des Adduktes mittels HPLC ausgeschlossen werden. Begründet lag das darin, dass für das 
O6‑1′‑OH‑2H‑A‑dG kein Signal für das Proton an N1-Position detektiert werden sollte und weiter 
ein Signal für die beiden Protonen an N2-Position erkennbar sein sollten. Wie schon erwähnt ist die 
Stabilität des N7‑1′‑OH‑2H‑A‑dG durch die Ladung an N7 nur begrenzt und aus der Literatur ist 
bekannt, dass diese schnell unter Abspaltung der Ribose zu N7‑1′‑OH‑2H‑A‑GA zerfallen würde. 
Diese Beobachtungen stützten die These, dass bei der Reaktion von β-Asaronepoxid mit dG das 
Addukt N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG entstand. 
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Abbildung 4-26:  1H‑NMR von der Produktfraktion der Reaktion von 2′‑Desoxyguanosin mit β‐Asaronepoxid aufgenommen in 
DMSO‑d6. 1H‐NMR (600 MHz, DMSO‐d6, ST‐141) δ [ppm]: 1,08 (d, 3 H, CH3); 2,11 (m, 1 H, H1); 2,62 (m, 1 H, H2); 
3,48 (m, 1 H, H3); 3,53 (m,1 H, H4); 3,66 (s, 3 H, OCH3); 3,76 (s, 3 H, OCH3); 3,77 (m, 1 H, OH5); 3,84 (s,3 H, OCH3); 
3,87 (m, 1 H, H6); 4,32 (d, 1 H, H7); 5,07 (m, 1 H, H8); 6,06 (m, 1 H, H9); 6,68 (s, 1 H, H10); 6,80 (s, 1 H, H11); 7,86 
(s, 1 H, H12); 10,57 (m, 1 H, H13). 
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Charakterisierung mittels ESIpos-MS2-Spektroskopie 




Abbildung 4-27:  ESIpos‑MS2‑Spektrum von N2‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyguanosin, ESI‑MS/MS‑System: Qtrap 5500 
(AB Sciex), MS/MS‑Parameter gemäß UHPLC‑ESI‑MS/MS‑Methode (vgl. Kapitel 7.2.5), Scanrate: 200 Da/s, 
MCA 200 Scans, Flussrate: 10 µl min−1 (Spritzenpumpe), m/z: Masse‑zu‑Ladungsverhältnis 
Das ESIpos‑MS2‑Spektrum von N2‑1′‑OH‑2H‑A‑2′‑dG, welches in Abbildung 4-27 dargestellt ist, 
zeigte das Molekülion [M+H]+ mit m/z 492,049. Das Fragmentmolekül, welches nach der Abspaltung 
der Desoxyribose entstand, wies mit einem m/z 376,279 die höchste Intensität auf. Weiter konnten 
noch Fragmentionen bei m/z 225,221 (Abspaltung von dG) und m/z 152,192 (Guanin nach 
Abspaltung der Ribose und des Asaronrestes) beobachtet werden. Für das Fragmention von 
m/z 208,171, welches durch die Abspaltung von dG und zusätzlicher Abspaltung der Hydroxygruppe 
entstanden war, und das Fragmention bei mit m/z 193,193, welches zusätzlich noch eine Abspaltung 
der terminalen Methylgruppe aufwieß, wurden die geringsten Intensitäten beobachtet. Diese 
Fragmentionen bestätigten die angenommene Struktur des dG‑Adduktes. Bei einem nukleophilen 
Angriff von dG an die 1′‑Position des Asaronepoxids würde die resultierende Hydroxylgruppe in 
2′‑Position der Asaronseitenkette lokalisiert sein. Diese Struktur würde aber nicht zu den 
Fragmenten m/z 208,171 und m/z 193,193 führen. 
Durch die Kombination der Analysen mittels 1H‑NMR‑Spektroskopie und ESIpos‑MS2‑Analysen 
konnte bestätigt werden, dass das Hauptprodukt der Reaktion von β‑Asaronepoxid mit dG im 
Basischen das Addukt N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG war. 
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4.2.3 Reaktionen von α‑und β‑Asaronepoxid mit 2′-Desoxycytidin und 
2′-Desoxythymidin 
Nachdem sich gezeigt hatte, dass die Adduktbildung zwischen den Asaronepoxiden und den 
Nukleosiden in 10 mM Ammoniumcarbonat‑Puffer zur Produktbildung führte, wurden für die 
weiteren Untersuchungen nur noch Reaktionsansätze in diesem Medium durchgeführt. Neben den 
Purinbasen dA und dG sollten auch die Pyrimidinbasen dC und dT auf Reaktivität gegenüber 
Asaronepoxiden analysiert werden. Hierzu wurden Lösungen von 10 mM dC bzw. dT mit 20 mM α‑ oder β‑Asaronepoxid in 10 mM Ammoniumcarbonat‑Puffer hergestellt und für 24 h bei 37 °C 
inkubiert.  
Reaktion von α‑und β‑Asaronepoxid mit 2′-Desoxycytidin 
Für Reaktionsansätze mit dC konnte beobachtet werden, dass im Vergleich zu den Reaktionen mit 
dA und dG das Verhältnis von Diolen zu Keton deutlich verändert war (Abbildung 4-28). Es war kaum 
Keton (Peak 3) in den Reaktionsansätzen zu detektieren. Weiter konnte sowohl mit α‑Asaronepoxid 
als auch mit β‑Asaronepoxid die Bildung eines Reaktionsproduktes (Peak 10) beobachtet werden.  
 
 
Abbildung 4-28:  HPLC‑UV/VIS‑Chromatogramme der Reaktionen von 2′‑Desoxycytidin mit α‑Asaronepoxid (links) und 
β‑Asaronepoxid (rechts) in 10 mM Ammoniumcarbonat‑Puffer bei einer Wellenlänge von 275 nm. 1: 
threo‑Asarondiol, 2: erythro‑Asarondiol, 3: 2,4,5‑Trimethoxyphenylaceton, 8: 2′‑Desoxycytidin und  
10: Reaktionsprodukt. 
Für das Reaktionsprodukt von β-Asaronepoxid mit dC in Puffer wurden die in Abbildung 4-29 
dargestellten hypothetischen Addukte angenommen. Aufgrund der allgemeinen Reaktivität von dC 
gegenüber Elektrophilen war sowohl die Bildung der nukleophile Angriff des N4- und des N3-
Stickstoffs denkbar, welche zu den Addukten N4‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxycytidin 
(N4‑1′-OH-2H-A-dC) und N3‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxycytidin (N3-1′-OH-2H-A-dC) 
führen würden. Weiter war auch die Adduktbildung über den O2-Sauerstoff möglich, woraus das 
Addukt O2‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxycytidin (O2-1′-OH-2H-A-dC) resultieren würde. 
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Abbildung 4-29:  Hypothetische Addukte von Asaronepoxid mit 2′‑Desoxycytidin.  
A: N4‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxycytidin, B: O2‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxycytidin und  
C: N3‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxycytidin. 
Mittels HPLC‑ESIpos‑MS wurden die beiden Reaktionsansätze von α‑ und β‑Asaronepoxid mit dC im 
Fullscan-Modus untersucht. Es konnten keine Hinweise auf die Bildung der hypothetisch möglichen 
dC‑Addukte (Abbildung 4-29) gefunden werden. Die hypothetischen dC‑Addukten würden im 
positiven Modus ein m/z 452 aufweisen. Wie in Abbildung 4-30 zu sehen war, konnten den Peak bei 
Minute 15,4 und 17,4 keine passende Masse zugeordnet werden. Auch ein XIC des m/z 452 zeigte 
keine Hinweise auf die Bildung eines der hypothetischen Addukte bei einer anderen Retentionszeit. 
 
Abbildung 4-30: HPLC‑ESIpos‑MS‑Spektrum des Reaktionsansatzes von β‐Asaronepoxid mit 2′‑Desoxycytidinin in 10 mM 
Ammoniumcarbonat‑Puffer, HPLC-MS‑System: 1100 Series (Agilent Technologies) und API 2000 (Applied 
Biosystems). A: UV/VIS‑Chromatogramm bei einer Wellenlänge von 275 nm. B: Extrahiertes Massenspektrum 
von 15,285–15,647 min. C: Extrahiertes Massenspektrum von 17,172–17,719 min. 
Für die im MS-Spektrum beobachteten m/z konnten keine weiteren Addukte aus der von 
Asaronepoxid mit dC abgeleitet werden. Nachdem die Untersuchungen mittels Neutralverlust (NL) 
von 116 Da, was den Verlust der Desoxyribose darstellt und ein übliches Verfahren ist, um 
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geschlussfolgert, dass unter den herrschenden Bedingungen keine Adduktbildung stattfindet. Zur 
Aufklärung der Identität des Produktpeaks (Peak 10) wurden Hypothesen zur Bildung von 
Biaddukten der Epoxide bzw. mit deren Hydrolyseprodukten aufgestellt (siehe Kapitel 4.2.4). 
Reaktion von α‑und β‑Asaronepoxid mit 2′-Desoxythymidin 
Mit dT als Nukleosid wurden ebenfalls Reaktionsansätze von α‑ und β‑Asaronepoxid in Puffer 
durchgeführt. Im HPLC‑UV/VIS‑Chromatogramm ließen sich neben den Hydrolyseprodukten zwei 
Produktpeaks bei 22,6 min (Peak 11) und 24,4 min (Peak 12) beobachten (Abbildung 4-31). Ähnlich 
wie bei der Reaktion von dC mit α‑Asaronepoxid war hier die Bildung des Ketons als 
Hydrolyseprodukt deutlich reduziert zu den vorhergegangenen Reaktionen in Puffer. 
 
Abbildung 4-31:  HPLC‑UV/VIS‑Chromatogramme des Reaktionsansatzes von 2′‑Desoxythymidin mit α‑Asaronepoxid (links) 
und mit β‑Asaronepoxid (rechts) in 10 mM Ammoniumcarbonat‑Puffer bei einer Wellenlänge von 275 nm. 1: 
threo‑Asarondiol, 2: erythro‑Asarondiol, 3: 2,4,5‑Trimethoxyphenylaceton, 9: 2′‑Desoxythymidin und 11 und 
12: Reaktionsprodukte. 
Der Reaktionsansatz von dT mit β‑Asaronepoxid wies ebenfalls zwei Produktpeaks bei 22,6 min 
(Peak 11) und 24,4 min (Peak 12) auf. Jedoch war hier das Verhältnis der Hydrolyseprodukte 
vergleichbar mit den Reaktionen mit dA und dG in Puffer. Die zwei Produktpeaks stehen im 
Widerspruch zu den hypothetischen Addukten mit dT. Denn hier würde man nur ein N3‑Addukt 
N3‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxythymidin (N3‑1′‑OH‑2H‑A‑dT) erwarten (Abbildung 
4-32). 
 
Abbildung 4-32:  Hypothetisches Addukt von Asaronepoxid mit 2′‑Desoxythymidin. 
N3‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxythymidin. 
Massenspektrometrischen Untersuchungen lieferten Aufschluss über die entstandenen 
Reaktionsprodukte. Hierbei zeigte sich, dass zur Retentionszeit von Peak 11 ein m/z 467 detektiert 
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Abbildung 4-33:  HPLC‑ESIpos‑MS‑Spektrum des Reaktionsansatzes von β‐Asaronepoxid mit 2′‑Desoxythymidin in 10 mM 
Ammoniumcarbonat‑Puffer, HPLC-MS‑System: 1100 Series (Agilent Technologies) und API 2000 (Applied 
Biosystems). A: UV/VIS‑Chromatogramm bei einer Wellenlänge von 275 nm. B: Extrahiertes Massenspektrum 
von 17,256–17,500 min. C: Extrahiertes Massenspektrum von 15,243–15,403 min. 
Für den Peak bei tR 17,4 min konnte keine Reaktion mit dT beobachtet werden. Auch im 
Reaktionsansatz von dC mit β‐Asaronepoxid konnte ein Peak bei tR 17,4 min beobachtet werden. 
Daher wurde versucht zu klären, um welches Reaktionsprodukt es sich handelt. Durch Experimente 
im neutral loss (NL) Modus konnte abermals ausgeschlossen werden, dass es sich hier um 
Reaktionsprodukte mit dNs handelt. Weiter widerlegten diese Messungen auch die postulierte 
Adduktbildung mit dT. Im Reaktionsansatz konnten keine Hinweise auf eine Adduktbildung von 
Asaronepoxiden mit dT im Basischen gefunden werden. Die nachfolgenden NL-Messungen von 
DNA-Hydrolysaten inkubierter pRH bestätigten, dass sich nur Addukte mit dA und dG gebildet 
hatten.  
4.2.4 Hypothetische Nebenprodukte 
Auffällig war, dass in allen Reaktionsansätzen ein Peak mit m/z 449 und ein Peak mit m/z 467 zu 
beobachten waren und diese im XID auch ein Signal bei tR ≅ 17,4 min und tR ≅ 16,5 zeigten. Da in 
den Reaktionsmischungen außer dNs nur noch die Epoxide, bzw. deren Hydrolyseprodukte 
enthalten waren, wurde die Hypothese eines Biaddukts aus zwei Asaronepoxiden bzw. aus 
Asaronepoxid mit einem der Hydrolyseprodukte aufgestellt. 
Unter basischen Reaktionsbedingungen, wie sie es in 10 mM Ammoniumcarbonat‑Puffer 
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Nukleophil an den sterisch weniger gehinderten 2′‑Kohlenstoff des Asaronepoxid angreift. Dadurch 
erfolgt die Ringöffnung des Epoxids unter Protonenaufnahme, woraus ein Produkt mit m/z 465 
resultieren könnte. Das Produkt weist eine Verknüpfung zwischen den 2′‑Kohlenstoffatomen 
Seitenketten der beiden Verbindungen auf (Abbildung 4-34: A).  
Weiter könnte im Basischen auch die Ringöffnung des Epoxides durch nukleophilen Angriff eines 
Hydroxidions stattfinden. Das so entstanden Nukleophil könnte nun wiederum an den 
2′‑Kohlenstoff der Seitenkette nächsten Epoxids angreifen und ein Addukt bilden. Das entstandene 
Produkt würde auch ein m/z von 467 aufweisen, unterscheidet sich aber darin, dass hier eine 
Verknüpfung vom 2′‑Kohlenstoff zum 1′‑Kohlenstoff stattgefunden hat (Abbildung 4-34: B).  
Die dritte theoretische Adduktbildung wäre die Reaktion des Ketons mit einem Asaronepoxid. Das 
Keton liegt in wässriger Lösung im Gleichgewicht mit dem Enol vor (Keto‑Enol‑Tautomerie). Das 
Enol wiederum könnte im Basischen ein Proton abstrahieren und somit als Nukleophil in einer 
SN2‑Reaktion an das Epoxid binden. Das entstandene Produkt würde ein m/z von 449 aufweisen und 
ist jeweils über den 2′‑Kohlenstoff miteinander verknüpft (Abbildung 4-34: C). 
Mit der Beobachtung der Bildung von Biaddukten aus Epoxiden sich selbst und seinen 
Hydrolyseprodukten konnte die Produktbildung bei fehlender dN‑Adduktbildung der Reaktionen 
von Asaronepoxid mit dC bzw. dT aufgeklärt werden. Weiter wurden alle massenspektrometrisch 
untersuchten Reaktionsansätze auf das Vorhandensein der Biaddukte analysiert. In allen Ansätzen, 
welche mit Ammoniumcarbonat‑Puffer als Lösungsmittel durchgeführt wurden, konnten das 
m/z 449 und das m/z 467 nachgewiesen werden. Die Signalintensität variierte jedoch stark zwischen 
den Ansätzen. So konnte bei den Reaktionen mit dG und dA nur eine geringe Signalintensität der 
beiden Massen im XIC festgestellt werden. Hingegen konnte bei den Ansätzen mit dT und dC eine 
verhältnismäßig hohe Signalintensität der beiden Massen im XIC gemessen werden. Eine 
quantitative Aussage über die Bildung von Epoxidbiaddukten im Basischen konnte aber anhand der 
durchgeführten Messungen nicht getroffen werden, da hier nur im Fullscan‑Modus ohne die Zugabe 
von internen oder externen Standards gemessen wurde. Lediglich ein relativer Vergleich der Proben 
kann gezogen werden, da bei allen Ansätzen die gleichen Mengen an Edukten eingesetzt wurden, 
die Reaktionsdauer und ‑temperatur gleich war und auch immer das gleiche Volumen der Proben 
für die MS‑Messungen eingesetzt wurde.  
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Abbildung 4-34: Reaktionsmechanismen der Reaktionen von A: Asarondiol mit Asaronepoxid im Basischen, B: Asaronepoxid 
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4.2.5 Zusammenfassung der Resultate der Reaktivitätsstudien  
Zusammenfassend betrachtet ist festzustellen, dass die α- und β-Asaronepoxide gegenüber 
2′‑Desoxynukleosiden eine Reaktivität im Basischen aufweisen. Für dA und dG konnten in den 
massenspektrometrischen Untersuchungen gezeigt werden, dass hier starke Hinweise auf die 
Bildung der vermuteten Addukte zu sehen sind. Die Nachfolgenden 1H-NMR-spektroskopischen 
Untersuchungen bestätigten diese Annahme und lieferte zusammen mit den MS2-Spektren der 
Verbindungen die Aufklärung deren Struktur. Für die Reaktion von β-Asaronepoxid mit dA wurde 
als Hauptprodukt N6-1′-OH-2H-A-dA und für von β-Asaronepoxid mit dG wurde als Hauptprodukt 
N2-1′-OH-2H-A-dG identifiziert.  
Es zeigte sich also, dass die Asaronepoxide sowohl mit dA als auch mit dG unter den hier 
beschriebenen Reaktionsbedingungen bevorzugt Addukte mit der exozyklischen Aminfunktion 
bilden und dabei einen SN2‑Mechanismus beschreiben. In Abbildung 4-35 ist der postulierte 
Mechanismus der Reaktion von β‐Asaronepoxid mit dA und dG unter schwach basischen 
Bedingungen dargestellt. 
 
Abbildung 4-35: Postulierte Reaktionsmechanismen der Bildung der Hauptprodukte für die Reaktionen von β‐Asaronepoxid 
mit 2′‑Desoxyadenosin (oben) und 2′‑Desoxyguanosin (unten) unter schwach basischen Bedingungen. 
Da beide Addukte Stereoisomere darstellen wurde die HPLC-Methode modifiziert, um eine 
Auftrennung zu erhalten. Hierbei konnte durch Variation des Gradienten und der Fließmittel 
Methanol und Acetonitril bzw. Essig‑ und Ameisensäure in Konzentrationen von 0,1 bis 0,5 % keine 
Auftrennung erhalten werden. Daher wurde im Folgenden mit dem Isomerengemisch als dA‑ bzw. 
dG‑Addukt gearbeitet.  
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Um zu verifizieren, dass es sich bei den beobachteten Addukten tatsächlich um Reaktionsprodukte 
der Epoxide handelt und diese nicht durch deren Hydrolyseprodukte entstehen können, wurden die 
Reaktionen in 10 mM Ammoniumcarbonat‑Puffer mit den Hydrolyseprodukten wiederholt. Hierzu 
wurden jeweils 20 mM Lösungen von α‑ und β‐Asaronepoxid in Ammoniumcarbonat hergestellt und 
diese für 24 h bei 37 °C belassen. Im Anschluss wurden die Desoxynukleoside in einer 
Endkonzentration von 10 mM hinzugegeben und für weitere 24 h bei 37 °C inkubiert. Im allen 
Reaktionsansätzen konnte kein Hinweis auf eine Reaktion zwischen Hydrolyseprodukten und 
Desoxynukleosiden gefunden werden. Weiter wurden auch Versuche mit dem Metaboliten 
3′‑Oxoasaron durchgeführt. Auch hier konnte kein Reaktionsprodukt mit 2′‑Desoxynukleosiden 
beobachtet werden. 
Die Reaktivitätsversuche von α‑ und β‑Asaronepoxid mit dC oder dT lieferten unter den gewählten 
Reaktionsbedingungen keine Adduktbildung. Hierbei konnte aber das Phänomen der 
Biadduktbildung von Asaronepoxid und dessen Hydrolyseprodukten beobachtet werden und 
hypothetischen Biaddukten zugeordnet werden. Die Biadduktbildung fand bei den Reaktionen mit 
den Pyrimidinbasen im größeren Maße als bei den Reaktionen mit Purinbasen statt. Hierbei 
könnten Konkurrenzreaktionen eine Rolle spielen. 
Nachdem nachgewiesen wurde, dass Asaronepoxide in der Lage sind mit den Purinbasen dA und dG 
Addukte zu bilden, wurden Vorversuche zur DNA‑Bildung in pRH vorgenommen. Hierzu wurden 
pRH für 24 h mit hohen Konzentrationen an α- und β‑Asaron inkubiert und deren DNA‑Hydrolysate 
massenspektrometrisch untersucht. Diese wiesen Signale für die Adduktbildung mit dA und dG auf, 
aber es konnte keine Bildung von Pyrimidin‑Addukten beobachtet werden.  
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im Folgenden die synthetische Darstellung der beiden Addukte 
und deren stabil-isotopenmarkierten Analoga vorgenommen. Dies diente dem Ziel diese zur 
Methodenentwicklung und -etablierung eine sensitiven UHPLC-ESIpos-MS/MS-Methode einsetzen 
zu können, welche für spätere in vivo‑Studien benötigt wurde. 
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4.3 Synthese der DNA-Addukte 
Die Synthese der DNA‑Addukte erfolgte analog zu verschiedenen Arbeiten, die sich mit 
DNA‑Addukten von Phenylpropenen beschäftigten (Herrmann et al., 2014; Monien et al., 2011). Hier 
lief die Adduktbildung unter möglichst physiologischen Bedingungen ab. Das bedeutet ein Puffer, 
meist Phosphatpuffer (pH~7,8), wurde eingesetzt, um das Nukleosid zu lösen und ein organischer 
Lösungsvermittler (Acetonitril oder DMSO) wurde verwendet, um den reaktiven Metaboliten zu 
lösen. Die Reaktionen fanden im Überschuss des Metaboliten und meist im molaren Verhältnis 1:2, 
bei 37 °C und oft über mehrere Tage statt.  
Durch die Voruntersuchungen zur Reaktivität der Epoxide gegenüber den Desoxyribonukleosiden 
(Kapitel 4.2) konnten die optimalen Reaktionsbedingungen für die Synthese festgestellt werden. Die 
Reaktionen fanden in einer 10 mM Ammoniumcarbonat‐Lösung mit einem pH‑Wert von 9 und mit 
DMSO als Lösungsvermittler statt (Kapitel 7.1.2.1 und 7.1.2.2). 
Unter den optimierten Bedingungen konnte eine Ausbeute von 13,4 % N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG und eine 
Ausbeute von 8,4 % N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA erzielt werden. Die Isolierung der Addukte aus der 
Reaktionsmischung wurde mittels präparativer HPLC durchgeführt, die erhaltene Produktfraktion 
wurde lyophilisiert und die Ausbeute gravimetrisch bestimmt.  
Zur Synthese der stabil‑isotopenmarkierten Standards wurde die optimierte Synthese der Addukte 
auf eine Nukleosidmenge von maximal 1 mg herunterskaliert. Hierzu wurden kleine Ansätze mit 
nicht‐markierten Nukleosiden als Vorversuche durchgeführt. Die lineare Skalierung ergab ein 
Reaktionsgesamtvolumen von 135 µl, woraufhin, aufgrund der unzureichenden Durchmischung, 
fast keine Adduktbildung stattfand. Das Erhöhen des Ansatzvolumens bei gleichbleibender 
Stoffmenge auf 550 µl, ein trockenes Vorlegen der Edukte und das vorherige Lösen der festen 
Reaktionsbestandteile in 50 µl DMSO erwiesen sich als geeignete Reaktionsbedingungen. Die 
weitere Aufarbeitung konnte analog zu der etablierten Methode durch Herunterskalieren auf eine 
semi‑präparative Methode an der präparativen HPLC erfolgen. Mit den stabil-isotopenmarkierten 
Nukleosiden konnten mit der Methode (Kapitel 7.1.3) die Produkte in einer Ausbeute von 53 % 
[15N5]N2‑1′-Hydroxy-dihydroasaron‑2′-desoxyguanosin und 34 % [15N5]N2-1′-Hydroxy-
dihydroasaron-2′-desoxyguanosin erhalten werden. Die Bestimmung der Ausbeute erfolgte hier 
über einen Peakflächenvergleich mittels HPLC-UV/VIS. Als Referenzlösungen wurde eine 
Konzentrationsreihe der nicht‑markierten Addukte eingesetzt. 
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4.4 Methodenentwicklung und ‑etablierung 
In diesem Kapitel soll der Prozess der Entwicklung, Verbesserung, Etablierung und Validierung der 
Methoden, wie sie für die Durchführung der in‑vitro‑Studie zur Bestimmung der 
DNA‑Addukt‑Bildungsrate in pRH nach Inkubation mit α‑ und β‑Asaron benötigt wurden, 
dargestellt werden. Optimiert wurden die DNA-Extraktion und die enzymatische Hydrolyse der 
DNA. Für die Quantifizierung der DNA-Addukte und von dG wurden eine UHPLC-ESIpos-MS/MS-
Methode und ein HPLC-ESIpos-MS/MS-Methode entwickelt und etabliert. Die daraus resultierenden 
finalen Methoden sind in Kapitel 7.2 und 7.3 beschrieben. Einige Methoden basierten auf bereits im 
Arbeitskreis Prof. Dr. Dr. Schrenk genutzten Methoden und wurden nur auf die bestimmte 
Fragestellung hin optimiert. 
4.4.1 Optimierung der DNA‑Extraktion 
Die DNA der frisch abgelösten pRH wurden mittels enzymatischer Lyse und anschließender 
Chloroform‑Phenol‑Extraktion isoliert. Hierzu bestand ein Arbeitskreis‑internes Protokoll, welche 
im Allgemeinen auf den Veröffentlichungen von Gross‐Bellard et al. (1973), Strauss (1993) und 
Hansen (1974) sowie den Protokollen, entnommen aus den Lehrbüchern „Gentechnische Methoden 
– Eine Sammlung von Arbeitsmethoden für das molekularbiologische Labor“ (Jansohn und 
Rothhämel, 2012) und „Der Experimentator Molekularbiologie/Genomics“ (Mülhardt, 2013), 
basierte. Hierbei wurde eine enzymatische Lyse der Zellen in, mit SDS (Natriumdodecylsulfat) und 
Triton‑X‑100 versetzten, TAE (Tris‑Acetat‑EDTA)‑Puffer unter Zugabe von Proteinase K und 
RNase A durchgeführt. Die DNA wurde mittels Chloroform‑Phenol‑Extraktion und Ethanolfällung 
isoliert. Dieses Protokoll, im Folgenden Standardprotoll genannt, eignete sich gut, um größere 
Mengen an DNA aus tierischen Zellen oder Geweben zu isolieren. Für die anschließende Hydrolyse 
der DNA und Messung der Adduktlevel war es unabdingbar, dass die isolierte DNA möglichst frei 
von organischen Verunreinigungen war und keine Kontamination mit RNA enthielt. Die Reinheit 
der erhaltenen DNA‑Lösungen wurde spektrophotometrisch bei einer Wellenlänge von 260 nm 
bestimmt. Die Absorptionsquotient A260/A280 und A260/A230 geben hierbei eine Aussage über eventuell 
vorliegenden Verunreinigungen. Ein Absorptionsquotient A260/A280 von 1,8 gilt für DNA als 
Nachweis für reine DNA. Geringere Werte sprechen für Verunreinigungen mit Proteinen, Phenol 
oder anderen in diesem Bereich absorbierenden Substanzen hin. Hingegen spricht ein höherer Wert 
für eine Kontamination mit RNA. Ein Quotient von 2,0 entspricht reiner RNA. Der 
Absorptionsquotient A260/A230 nimmt bei reiner DNA einen Wert von 1,8–2,0 an, wobei der Wert über 
dem des Quotienten von A260/A280 liegt (Hauk, 2013, Farrell, 2010).  
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Die Extraktion nach Standardprotokoll lieferte eine zufriedenstellende Menge an DNA (min. 30 µg 
pro Inkubation) jedoch traten immer wieder Proben auf, die Verunreinigungen mit RNA aufwiesen. 
Insgesamt lag der Absorptionsquotient A260/A280 für einen Großteil der Proben bei ca. 1,9. Daraufhin 
sollte diese RNA‑Kontamination durch Variation der Menge, des Zeitpunktes der Zugabe und der 
Inkubationsdauer reduziert werden.  
Die Arbeiten zu der oben genannten Fragestellung wurde von Frau Christine Fuchs im Rahmen ihres 
Forschungspraktikums mit dem Titel „DNA‑Isolierung aus primären Rattenhepatozyten ‑ 
Reduktion der RNA Kontamination“ durchgeführt und werden hier nur als Zusammenfassung der 
von ihr generierten Ergebnisse wiedergegeben. 
Die Variation des Zeitpunktes der Zugabe der RNase A‑Lösung zeigte die größte Reduktion der RNA 
Kontamination. Hierbei machte es einen Unterschied, ob die Inkubation bei RT oder bei 37 °C 
durchgeführt wurde. Eine Steigerung der Menge an RNase A in der Inkubationslösung führte nicht 
zu einer Reduktion der Kontamination. Somit ist davon auszugehen, dass die Menge von 50 µg 
RNase A ausreichend war, um die Kontamination auf ein Minimum zu reduzieren. Aufgrund der 
Ergebnisse der Forschungsarbeit von Christine Fuchs wurde das Standardprotokoll in folgenden 
Punkten modifiziert: 
1. 5 µl RNase A‑Lösung (10 mg ml−1) wurden in das Reaktionsgefäß, in welches die Zelllösung 
in TAE‑Puffer überführt wurde, vorgelegt und die Zugabe der Proteinase K‑Lösung erst 
danach vorgenommen. 
2. Die vereinigten wässrigen Phasen der Phenol‑Chloroform‑Extraktion wurden mit weiteren 
5 µl RNase A‑Lösung versetzt und für 30 min bei 37 °C inkubiert und danach erneut mit 
Chloroform‑Isoamylalkohol‑Lösung extrahiert. 
Diese Änderung führte nun zu reiner DNA, aber, bedingt durch den zusätzlichen Extraktionsschritt 
und durch DNasen, welche im Lysat vor der Zugabe der Proteinase K DNA abbauen, auch zu 
deutlichen Verlusten in der Ausbeute an DNA. Die Menge an erhaltener DNA war abschließend so 
gering, dass noch weitere Modifikationen der Isolationsmethode vorgenommen werden mussten. 
Das Vorlegen der Proteinase K‑Lösung wurde anstatt der RNase A‑Lösung vorgenommen, um 
etwaig freigesetzte DNase direkt zu inaktivieren und somit eine höhere Ausbeute an DNA zu 
erhalten. Die Inkubation mit RNase A‑Lösung erfolgte nun nach Durchmischung des Lysates. Um 
die zweite Extraktion mit Chloroform‑Isoamylalkohol‑Lösung zu vermeiden, erfolgte die zweite 
Inkubation mit RNase A‑Lösung in der resultierenden wässrigen Phase nach dem ersten 
Extraktionsschritt. Diese Modifikationen führten zu einer ausreichenden Menge und hohen 
Reinheit der isolierten DNA. Die genaue Durchführung ist in Kapitel 7.3.2 beschrieben und wurde 
für alle Proben der in‑vitro‑Studie angewandt. 
E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  | 71 
 
4.4.2 Enzymatische DNA‑Hydrolyse und Probenvorbereitung 
Die enzymatische Hydrolyse der DNA erfolgte analog zum Protokoll beschrieben in Schumacher et 
al. (2013). Die Menge der eingesetzten DNA wurde auf 30 µg erhöht und dementsprechend die 
Mengen der eingesetzten Lösungsmittel und Enzyme angepasst. Die Inkubationen erfolgten stets 
bei 37 °C unter Rühren. Ziel war es, trotz geringer Enzymmengen, eine quantitative hydrolytische 
Spaltung der isolierten DNA zu erlangen. Auch wurden die Inkubationszeiträume geringfügig 
angepasst. Das modifizierte Protokoll, wie es für alle Proben der in‑vitro‑Studie angewandt wurde, 
ist in Kapitel 7.3.3 beschrieben. 
Die so erhaltenen Hydrolysate wurden auf Eis mit eiskaltem Ethanol zur Proteinfällung versetzt. Der 
nach Zentrifugation erhaltene Überstand wurde bis zur Trockne vakuumzentrifugiert. Bis zur 
Messung wurde dieser Rückstand bei 4 °C gelagert und unmittelbar vor der Vermessung in einer 
Lösung aus 75 % Methanol versetzt mit 0,1 % Essigsäure gelöst und der Überstand nach 
Zentrifugation zur Messung eingesetzt. Diese Maßnahme war notwendig, da beobachtet wurde, dass 
die Intensität der Adduktsignale in Matrix bei längerer Lagerung der gelösten Proben abnahm. Da 
die Abnahme von Analyten und isotopenmarkierten Standards in gleichem Maße erfolgte, stellte 
das für die absolute Quantifizierung der Addukte kein Problem dar. Jedoch hätte dies die absolute 
Nachweisgrenze der Methode negativ beeinflusst. 
4.4.3 Quantifizierung von DNA‑Addukten mittels UHPLC‑ESIpos‑MS/MS 
Methodenentwicklung 
Eines der Kernziele der vorliegenden Arbeit war es, eine möglichst sensitive und robuste 
UHPLC‑ESIpos‑MS/MS‑Methode zur Quantifizierung der DNA‑Addukte von α- und β-Asaron in 
DNA‑Hydrolysaten zu entwickeln. Als HPLC‑ESI‑MS/MS‑System wurde hierfür zu Beginn eine 
HPLC‑Anlage der Firma Agilent (1200 Series) gekoppelt mit einem Tandem‑Massenspektrometer 
der Firma Applied Biosystems (API 3200) verwendet. Zum Erstellen einer multiple reaction 
monitoring (MRM)‑Methode wurden mit den synthetisierten Addukten N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA und 
N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG ein substanz‑ und gerätespezifisches Tuning durchgeführt, um die Parameter 
von Ionisierung, Fragmentierung und Detektion zu optimieren. Die verwendete HPLC‑Methode 
wurde auf Grundlage der Erkenntnisse der Reaktivitätsstudien angepasst. Da die Entwicklung der 
analytischen Methoden parallel zur Optimierung der Darstellung der Standards verlief, wurden für 
die ersten Messungen kein stabil-isotopenmarkierter Standard verwendet, da dieser noch nicht 
verfügbar war, sondern ein strukturell sehr ähnliches dG‑Addukt verwendet, 
N2‑(trans‑Methyliso‑eugenol‑3′‑yl)‑2′‑desoxyguanosin (N2‑MIE‑dG), welches aus Vorarbeiten noch 
im Arbeitskreis vorhanden war (Diplomarbeit Simone Stegmüller). 
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Tabelle 4-4:  HPLC‑Parameter der Methode zur Quantifizierung der DNA‑Addukte in DNA-Hydrolysaten (System: 1200 
Series, Agilent Technologies). 
Säule LiChrospher® 100 RP 18, 125 mm x 4 mm, 5 µm (Merck KGaA)  
Vorsäule LiChrospher® 100 RP 18, 4 mm x 4 mm, 5 µm (Merck KGaA) 
Injektionsvolumen 20 µl 
Flussrate 700 µl min−1 
Säulenofentemperatur 30 °C 
Fließmittel A 0,1%ige wässrige Ameisensäure 
Fließmittel B Methanol, HPLC grade 
Zeit (min) 0 7 12 12,1 17 17,1 22 
Fließmittel A (%) 99 30 30 5 5 99 99 
Fließmittel B (%) 1 70 70 95 95 1 1 
Mit dieser Methode war es möglich, DNA‑Addukte in Zelllysaten von pRH nach Inkubation mit α‑ und β‑Asaron zu detektieren. In Abbildung 4-36 ist die Adduktbildungsrate von 
N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG in pRH nach 24stündiger Inkubation mit α‑ und β‑Asaron dargestellt. Nach 
Inkubation mit α‑Asaron konnten bei einer Inkubationskonzentration von 100 µM 221 
N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG pro 108 Nukleosiden detektiert werden. Ein konzentrationsabhängiger Verlauf 
der Adduktbildung konnte nach Inkubation mit β‑Asaron ab einer Konzentration von 50 µM 
beobachtet werden. Mit dieser HPLC‑ESIpos‑MS/MS‑Methode konnte eine Bestimmungsgrenze 
(LOQ; limit of quantification) von 67 Addukten pro 108 Nukleosiden erzielt werden. Die Detektion des 
dA‑Adduktes war mit dieser Methode nicht möglich. Alle gemessenen Proben lagen unterhalb der 
Nachweisgrenze (LOD; limit of detection). 
























-Asaron -Asaron  
Abbildung 4-36:  DNA‑Adduktbildungsrate von N2‑1'‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2'‑desoxyguanosin in primären 
Rattenhepatozyten nach 24stündiger Inkubation mit α‑ und β‑Asaron (n = 1). HPLC‑ESI‑MS/MS‑System: 1200 
Series (Agilent Technologies), API 3200 (Applied Biosystems). LOQ: limit of quantification, 
Bestimmungsgrenze. 
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Im Kontext der Entwicklung einer sensitiven (U)HPLC-MS/MS‑Analytik musste diese Methode 
weiter optimiert werden. Dazu wurde die vorhandene Trennsäule mit den Dimensionen 
125 mm x 4 mm und einer Partikelgröße von 5 µm durch eine UHPLC‑Säule mit den Dimensionen 
50 mm x 4 mm und einer Partikelgröße von 1,8 µm. Mit der Verkleinerung der Partikelgröße und 
gleichzeitiger Auswahl einer Säule, mit welcher Messungen bei höheren Gegendrücken möglich war, 
wurden deutlich schmalere Peaks erzielt, wodurch ein intensiveres Signal erhalten und die 
Bestimmungsgrenze gesenkt wurde.  
Diese Modifikation führte zu Peakbreiten der Addukte von etwa 0,2 min und zur Senkung des LOD 
in den Bereich von etwa 20 Addukten pro 108 Nukleosiden für beide Addukte. Die Sensitivität des 
vorhanden Massenspektrometers (API 3200) reichte nicht aus, um die Methode in Bereich des LOD 
von 1–5 Addukten pro 108 Nukleosiden zu optimieren. Deshalb wurde für die weitere Entwicklung 
die bisherigen Erkenntnisse auf ein sensitiveres System, bestehend aus einer Series 1290 infinity 
UHPLC(Agilent Technologies) gekoppelt mit einem Tandem‑Massenspektrometer mit Ionenfalle 
(QTrap 5500, AB Sciex), übertragen. Es lagen sowohl von N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG als auch von 
N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA die stabil-isotopenmarkierten Analoga vor. Zur Erstellung einer MRM‑Methode 
wurden mit alle vier Substanzen ein substanz‑ und gerätespezifisches Tuning vorgenommen. Die 
UHPLC‑Methode wurde weiter modifiziert. Durch einen Wechsel des Fließmittels A von 0,1%iger 
wässriger Ameisensäure auf 0,1%ige wässrige Essigsäure konnte sowohl eine Fokussierung der 
chromatographischen Signale als auch eine Verbesserung der Signalintensität beobachtet werden. 
Weiter konnte das Injektionsvolumen auf 5 µl reduziert werden. Dies war nötig, um die Proben der 
in vitro‑Studie, welche lediglich ein Volumen von 50 µl aufweisen, adäquat vermessen zu können. 
Am Ende der Methodenoptimierung stand eine UHPLC‑ESIpos‑MS/MS‑Methode mit den in Tabelle 
4-5 und Tabelle 4-6 aufgeführten Parametern und einem LOD von 1 bzw. 2 Addukten pro 108 
Nukleosiden für N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG bzw. N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA. 
Tabelle 4-5: UHPLC‑Parameter der Methode zur Quantifizierung von N2‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyguanosin 
(N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG) und N6‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin (N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA)in DNA-
Hydrolysaten. System: Series 1290 infinity (Agilent Technologies). 
Säule U‐VDSpher PUR C18‑E, 50 mm x 4 mm, 1,8 µm (VDS Optilab)  
Vorsäule U‐VDSpher PUR C18‑E, 4 mm x 4 mm, 1,8 µm (VDS Optilab) 
Injektionsvolumen 5 µl 
Flussrate 800 µl min−1 
Säulenofentemperatur 25 °C 
Fließmittel A 0,1%ige wässrige Essigsäure; LC‑MSgrade 
Fließmittel B Methanol, MSgrade 
Zeit (min) 0,00 1,00 1,20 3,50 3,51 5,00 5,01 7,00 
Fließmittel A (%) 90 90 50 20 5 5 90 90 
Fließmittel B (%) 10 10 50 80 95 95 10 10 
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Tabelle 4-6:  ESIpos‑MS/MS-Parameter der Methode zur Quantifizierung von 
N2‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyguanosin (N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG) und 
N6‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin (N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA) in DNA-Hydrolysaten. MS‑System: 
Qtrap 5500 (AB Sciex). 
 Q1 Q3 tR DP EP CE CXP CUR CAD IS TEM GS1 GS2 
N2‑1′‑OH‑
2H‑A‑dG 
492,1 225,0 2,48 76 10 27 18 25 medium 5500 500 65 60 
492,1 376,1# 2,48 76 10 17 20 25 medium 5500 500 65 60 
N6‑1′‑OH‑
2H‑A‑dA 
476,1 225,0# 2,78 101 10 25 18 25 medium 5500 500 65 60 




497,1 225,1 2,48 36 10 27 18 25 medium 5500 500 65 60 




481,1 365,2# 2,78 116 10 23 18 25 medium 5500 500 65 60 
481,1 225,1 2,78 81 10 23 16 25 medium 5500 500 65 60 
Q1: Quadrupol 1 [m/z], Q3: Quadrupol 3 [m/z], tR: erwartete Retentionszeit [min], DP: Declustering Potential [V], EP: 
Eingangspotential [V], CE: Kollisionsenergie [V], CXP. Zellaustrittspotential [V], CUR: Curtain Gas [psi], CAD: kollisionsaktiviertes 
Dissoziationsgas [psi], IS: Ionenspray‑Spannung [V], TEM: Temperatur [°C], GS1: Zerstäubergas [psi], GS2: Heizgas [psi],  
#Übergang, welcher als Quantifier verwendet wurde. 
Das resultierende Chromatogramm einer Lösung aus jeweils 1 nM N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG und 
N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA sowie deren stabil-isotopenmarkierten Analoga ist in Abbildung 4-37: 
dargestellt. 






































Abbildung 4-37: UHPLC-ESIpos-MS/MS-Chromatogramm (MRM-Messung) eines Standards aus N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG, 
N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA, [5N15]N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG und [5N15]N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA, jeweils 1 nM gemessen mit der 
optimierten UHPLC-ESIpos-MS/MS-Methode (Kapitel 7.2.5). 
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Kalibriegeraden 
Für die Erstellung der Kalibriergeraden von N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG und N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA wurden 
Standardlösungen im Konzentrationsbereich von 10–10000 pM hergestellt. Die Messungen 
erfolgten aus einer Mischung der beiden Addukte in gleicher Konzentration und deren 
isotopenmarkierten Analoga in konstanter Konzentration von 1000 pM. Hierfür wurde zuerst 
jeweils eine 20 µM Stammlösung (SL‑A1 und SL-A2) in Wasser hergestellt, aus welcher die 
Zwischenverdünnung ZV 1–5 gemäß Tabelle 4-7 hergestellt wurden. 
Tabelle 4-7:  Pipettierschema zur Herstellung der Zwischenverdünnungen der Kalibriergeraden zur Quantifizierung von 
















ZV 1 100 SL 10 990 200 
ZV 2 10 ZV 1 100 900 20 
ZV 3 10 ZV 2 100 900 2 
ZV 4 10 ZV 3 100 900 0,2 
ZV 5 10 ZV 4 100 900 0,02 
Aus den Zwischenverdünnungen wurden die Messlösungen ML 1–24 hergestellt (Tabelle 4-8). Für 
Die Messung der Kalibriergeraden wurde eine Stammlösung (SL‑IS) der beiden isotopenmarkierten 
Analoga mit einer Endkonzentration von jeweils 5 nM in Wasser vorbereitet. Je 40 µl ML und 10 µl 
SL‑IS wurden zusammen zur Messung eingesetzt. 
Tabelle 4-8:  Pipettierschema zur Herstellung der Messlösungen der Kalibriergeraden zur Quantifizierung von 




















ML 1 ZV 1 25 25 350 10000 
ML 2 ZV 1 20 20 360 8000 
ML 3 ZV 1 15 15 370 6000 
ML 4 ZV 1 10 10 380 4000 
ML 5 ZV 2 50 50 300 2000 
ML 6 ZV 2 25 25 350 1000 
ML 7 ZV 2 20 20 360 800 
ML 8 ZV 2 15 15 370 600 
ML 9 ZV 2 10 10 380 400 
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Fortsetzung Tabelle 4-8:  Pipettierschema zur Herstellung der Messlösungen der Kalibriergeraden zur Quantifizierung von 
N2‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyguanosin und 



















ML 10 ZV 3 50 50 300 200 
ML 11 ZV 3 25 25 350 100 
ML 12 ZV 3 20 20 360 80 
ML 13 ZV 3 15 15 370 60 
ML 14 ZV 3 10 10 380 40 
ML 15 ZV 4 50 50 300 20 
ML 16 ZV 4 25 25 350 10 
ML 17 ZV 4 20 20 360 8 
ML 18 ZV 4 15 15 370 6 
ML 19 ZV 4 10 10 380 4 
ML 20 ZV 5 50 50 300 2 
ML 21 ZV 5 25 25 350 1 
ML 22 ZV 5 20 20 360 0,8 
ML 23 ZV 5 15 15 370 0,6 
ML 24 ZV 5 10 10 380 0,4 
 
Tabelle 4-9: Messwerte zur Kalibriergeraden zur Quantifizierung von N2‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyguanosin 
(N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG) in DNA-Hydrolysaten. 









40 1000 0,04 0,033 5 
60 1000 0,06 0,048 2 
80 1000 0,08 0,060 4 
100 1000 0,1 0,070 1 
200 1000 0,2 0,139 2 
400 1000 0,4 0,268 1 
600 1000 0,6 0,393 4 
800 1000 0,8 0,532 2 
1000 1000 1 0,662 1 
2000 1000 2 1,324 3 
4000 1000 4 2,648 2 
6000 1000 6 4,166 0 
8000 1000 8 5,539 3 
10000 1000 10 6,552 2 
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Für N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG ergaben sich aus den Triplikat‑Messungen die in Tabelle 4-9 gezeigten 
Messwerte. Für die Auswertung wurden nur die Messungen verwendet, bei welchen die 
Signalintensität höher als das 6fache des Grundrauschens lag, beide Übergänge Detektierbar waren 
und somit die Bestimmungsgrenze überschritten hatten. Dies war ab einer Konzentration von 40 pM 
der Fall. Daraus ergab sich die in Abbildung 4-38 dargestellte Kalibriergerade mit einer 
Geradengleichung von y = 0,67294 x und einem Bestimmtheitsmaß von R2 = 1,00. Die Abweichung 
der Messwerte vom Mittelwert lag bei allen Bestimmungen bei ≦ 5 % und somit wird die 
Bestimmung als Reproduzierbar angesehen. Weiter wurden die Abweichung über 5 Messungen und 
über 5 Tage bei einer Konzentration von 1000 pM erhoben. Auch hier betrug diese weniger als 5 %. 


















































Abbildung 4-38: Kalibriergerade zur Quantifizierung von N2‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyguanosin 
(N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG) in DNA-Hydrolysaten. Geradengleichung: y = 0,67294 x, Bestimmtheitsmaß: 1,00. 
Für N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA ergaben sich aus den Triplikat‑Messungen die in Tabelle 4-10 gezeigten 
Messwerte. Für die Auswertung wurden nur die Messungen verwendet, bei welchen die 
Signalintensität höher als das 6fache des Grundrauschens lag, beide Übergänge Detektierbar waren 
und somit die Bestimmungsgrenze überschritten hatten. Dies war ab einer Konzentration von 
200 pM der Fall.  
In Abbildung 4-39 ist die resultierende Kalibriergerade von N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA mit einer 
Geradengleichung von y = 1,21227 x und einem Bestimmtheitsmaß von R2 = 1,00 dargestellt. Die 
prozentuale Abweichung vom Mittelwert war über alle Messungen ≦ 5 %. Die Varianz über fünf 
aufeinander folgenden Messungen (c = 1000 pM) und an 5 aufeinander folgenden Tagen betrug 
weniger als 5 %. Somit wurde die Methode der Quantifizierung von N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA als valide 
angesehen. 
Zusätzlich wurden für beide Analyten die Widerfindung in Matrix bestimmt. Diese lag bei einer 
Analytkonzentration von 200 pM, 1000 pM und 8000 pM bei 98–102 %. 
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Tabelle 4-10: Messwerte zur Kalibriergeraden zur Quantifizierung von N6‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin 
(N6‑1′‑OH-2H-A-dA) in DNA-Hydrolysaten. 









200 1000 0,2 0,229 3 
400 1000 0,4 0,452 2 
600 1000 0,6 0,728 5 
800 1000 0,8 0,975 5 
1000 1000 1 1,275 2 
2000 1000 2 2,411 3 
4000 1000 4 4,704 5 
6000 1000 6 7,363 1 
8000 1000 8 9,906 3 
10000 1000 10 11,958 3 
























































Abbildung 4-39: Kalibriergerade zur Quantifizierung von N6‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin 
(N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA) in DNA-Hydrolysaten. Geradengleichung: y = 1,21227 x. Bestimmtheitsmaß: 1,00. 
Zusammenfassung 
Mit der vorgestellten Methode zur Quantifizierung von N2‑1′‑OH‑2H‑dG und N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA in 
DNA-Hydrolysaten konnte eine Nachweisgrenze von 1 bzw. 2 Addukten pro 108 Nukleosiden 
realisiert werden. Weiter weist die Methode eine Bestimmungsgrenze von 2 bzw. 11 Addukten pro 
108 Nukleosiden auf. Die Bestimmungsgrenze dieser Methode wurde praktisch bestimmt und musste 
die Kriterien der Signalintensität des 6fachen des Grundrauschen des Quantifieres und eine 
Signalintensität des 3fachen des Grundrauschen des Qualifieres erfüllen. Da die absolute Intensität 
der Qualifierespur deutlich geringer war als die der Quantifierespur, überwog diese Kriterium bei 
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der Identifizierung der Bestimmungsgrenze. Das absolute LOQ liegt für N2‑1′‑OH‑2H‑dG bei 
0,2 fmol und für N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA bei 1 fmol. 
4.4.4 Quantifizierung von 2′‑Desoxyguanosin in DNA‑Hydrolysaten 
Methodenentwicklung 
Zur Berechnung der DNA‑Adduktbildungsrate in pRH wurde die gemessene Konzentration an 
Addukten auf die Anzahl der vorhandenen Nukleosiden bezogen. Die Bestimmung der 
DNA‑Konzentration erfolgte vor der Hydrolyse spektrophotometrisch und wurde durch Messung 
der Konzentration der Gehalte an Nukleosiden in den resultierenden Hydrolysaten ergänzt. 
Hintergrund dafür war die beobachtete inhomogenität der DNA‑Lösungen. Dadurch konnte beim 
Normieren des DNA‑Gehaltes vor der Hydrolyse nicht ausgeschlossen werden, dass es zu Fehlern in 
der Konzentration kam. Eine Berechnung auf Grundlage des normierten DNA‑Gehaltes würde zum 
Über‑ oder Unterschätzen der DNA‑Adduktbildungsrate führen. 
Da die bei der enzymatischen Hydrolyse verwendeten Enzyme, wie die Phosphodiesterase II 
(PDE II), dafür bekannt sind eine dA‑Desaminase‑Nebenaktivität zu besitzen (Schumacher et al., 
2013), wurde zur Bestimmung des DNA‑Gehaltes die Konzentration an dG in den Hydrolysaten 
herangezogen. Unter der Annahme, dass der GC‑Gehalt der DNA von pRH konstant bei 44 % liegt, 
wurde daraus die Menge an Nukleosiden in den einzelnen Hydrolysaten berechnet. Die Methode zur 
Quantifizierung von dG in Hydrolysaten bestand bereits im AG Schrenk und wurde im Hinblick auf 
Verkürzung der Analysendauer optimiert. Die Parameter der optimierte 
HPLC‑ESIpos‑MS/MS‑Methode sind in Tabelle 4-11 und Tabelle 4-12 dargestellt. 
Tabelle 4-11: HPLC‑Parameter der Methode zur Quantifizierung von 2′‑Desoxyguanosin (dG) in DNA‑Hydrolysaten  
(System: 1100 Series, Agilent Technologies). 
Säule LiChrospher® 100 RP 18, 125 mm x 4 mm, 5 µm (Merck KGaA) 
Vorsäule LiChrospher® 100 RP 18, 4 mm x 4 mm, 5 µm (Merck KGaA) 
Injektionsvolumen 5 µl 
Flussrate 750 µl min−1 
Säulenofentemperatur 20 °C 
Fließmittel A 0,2%ige wässrige Ameisensäure 
Fließmittel B Methanol, HPLCgrade 
Zeit [min] 0,0 6,0 6,1 13,0 13,1 18,0 
Fließmittel A [%] 90 20 5 5 90 90 
Fließmittel B [%] 10 80 95 95 10 10 
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Tabelle 4-12: ESIpos‑MS/MS-Parameter der Methode zur Quantifizierung von 2′‑Desoxyguanosin (dG) in DNA‑Hydrolysaten  
(MS‑System: API 2000, Applied Biosystems). 
 Q1 Q3 tR DP FP EP CEP CE CXP CUR CAD IS TEM GS1 GS2 
dG 
268,2 151,9# 3,9 6 350 4,5 12 15 18 20 2 4200 400 30 35 
268,2 134,9 3,9 6 350 14,5 12 47 20 20 2 4200 400 30 35 
[15N5]
dG 
273,1 157,3 3,9 26 370 4,0 20 17 4 20 2 4200 400 30 35 
273,8 138,9# 3,9 26 370 4,0 20 49 4 20 2 4200 400 30 35 
dG: 2′‑Desoxyguanosin, Q1: Quadrupol 1 [m/z], Q3: Quadrupol 3 [m/z], tR: erwartete Retentionszeit [min], DP: Declustering Potential 
[V], FP: Focusing Potential [V], EP: Eingangspotential [V], CEP: Zelleintrittspotential [V], CE: Kollisionsenergie [V], CXP. 
Zellaustrittspotential [V], CUR: Curtain Gas [psi], CAD: kollisionsaktiviertes Dissoziationsgas [psi], IS: Ionenspray‑Spannung [V], 
TEM: Temperatur [°C], GS1: Zerstäubergas [psi], GS2: Heizgas [psi],  
#Übergang, welcher als Quantifier verwendet wurde. 
In Abbildung 4-40 ist das HPLC-ESIpos-MS/MS-Chromatogramm der Messung eines Standards von 
dG in einer Konzentration von 25 µM und einer Konzentration des stabil-isotopenmarkierten 
Analoga von 20 µM dargestellt.  

































Abbildung 4-40:  HPLC-ESIpos-MS/MS-Chromatogramm (MRM-Messung) eines dG-Standards (25 µM) mit [5N15]dG (20 µM), 
gemessen mit der optimierten HPLC-ESIpos-MS/MS-Methode (Kapitel 7.2.4). 
Kalibriergerade 
Für die Quantifizierung von dG wurde eine Kalibriergerade im Bereich von 25–500 µM vermessen. 
Die Konzentration von [15N5]dG betrug 20 µM. Die Triplikat‑Messungen ergaben die in Tabelle 4-13 
dargestellten Messwerte und die daraus resultierende Kalibriergerade (Abbildung 4-41). Für die 
Methode zur Bestimmung des dG-Gehaltes wurden keine Grenzbetrachtung gemacht, da 
Erwartungsgemäß alle Proben in einem engen und vorhersehbaren Konzentrationsfenster von 200–
400 µM lagen. Die Nachweis‑ und Bestimmungsgrenze der Methode ergibt sich somit aus der 
kleinsten vermessenen Konzentration von 25 µM. 
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Tabelle 4-13:  Messwerte der Kalibriergeraden zur Quantifizierung von 2′‑Desoxyguanosin (dG) in DNA‑Hydrolysaten. 









25 20 1,25 3,11 3,7 
50 20 2,5 6,30 2,5 
100 20 5 12,41 0,9 
250 20 12,5 31,30 1,7 
500 20 25 63,02 2,3 
In Abbildung 4-41 ist die resultierende Kalibriergerade von dG mit einer Geradengleichung von 
y = 2,51631 x und einem Bestimmtheitsmaß von R2 = 1,00 dargestellt. Die prozentuale Abweichung 
vom Mittelwert war über alle Messungen ≦ 5 %. Die Widerfindung wurde für alle fünf 
Konzentrationen der Kalibriergeraden in wässriger Lösung bestimmt und lag bezogen auf [15N5]dG 
bei 98–102 %. 
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Abbildung 4-41:  Kalibriergerade zur Quantifizierung von 2′-Desoxyguansoin (dG) in DNA‑Hydrolysaten.  
Geradengleichung: y = 2,51631 x., Bestimmtheitsmaß: 1,00. 
4.5 In‐Vitro‐Studie 
Die durchgeführte in‑vitro‑Studie zur Bestimmung der DNA‑Adduktbildungsrate in pRH umfasste 
die Messungen der Adduktgehalte nach Inkubation mit α‑ und β‑Asaron (c = 10 µM, 50 µM, 100 µM 
und 200 µM) zu den Zeitpunkten 1 h, 6 h, 24 h und 48 h. Die zur Studie eingesetzten männlichen 
Wistar‑Ratten hatten ein Alter von ca. 5 Wochen, ein Durchschnittsgewicht am Tag der Perfusion 
von ca. 200 g und die Geschlechtsreife noch nicht erlangt. Die Durchführung der Perfusion, die 
Behandlung der Zellen, die Isolierung der DNA und deren enzymatische Hydrolyse erfolgt gemäß 
der in Kapitel 7.3 beschriebenen Methoden. Die Quantifizierung der DNA‑Addukte 
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N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG und N6‑1′‑OH‑2H-A-dA sowie des dG‑Gehaltes der Hydrolysate wurde nach den 
Methoden in Kapitel 7.2.4 und 7.2.5 durchgeführt. 
Ziel der Studie war die Darstellung der DNA‑Adduktbildungsraten in pRH in Abhängigkeit der 
Konzentration und der Inkubationsdauer. 
4.5.1 Konzentrationsabhängigkeit der DNA‑Adduktbildungsrate 
Zur Betrachtung der konzentrationsabhängigen Adduktbildungsraten wurden die Inkubationen von 
pRH mit α‑ und β‑Asaron für 1 h, 6 h, 24 h und 48 h durchgeführt. Für die Negativkontrolle (DMSO) 
konnten in allen Inkubationen und für beide Verbindungen keine Addukte detektiert werden. 
24-stündige Inkubation 
Für die 24-stündige Inkubation mit α‑Asaron ergaben sich in Abbildung 4-42 dargestellten 



































































Abbildung 4-42: Adduktbildungsraten von N2-1′-Hydroxy-dihydroasaron-2′-desoxyguanosin und 
N6‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin in pRH nach 24-stündiger Inkubation mit α-Asaron (n = 3). 
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen. Die angegebenen Signifikanzen wurde mittels 
einseitigem Students t-Test ermittelt (* p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01). 
Sowohl für N2‑1′‑OH‑2H-A-dG als auch für N6‑1′‑OH‑2H-A-dA konnte ein 
konzentrationsabhängiger Anstieg der Addukte pro 108 Nukleoside beobachtet werden, welche für 
beide Addukte ab einer Konzentration von 50 µM signifikant ist. Bei allen vermessenen 
Inkubationskonzentrationen überstieg die Menge an N2‑1′‑OH‑2H-A-dG die von 
N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA.  
Ein ähnliches Bild zeigte sich nach 24-stündiger Inkubation von pRH mit β-Asaron (Abbildung 
4-43). Der konzentrationsabhängige Anstieg ist für diese Bestimmung bis 100 µM für beide Addukte 
signifikant, lediglich für die höchste Inkubationskonzentration von 200 µM β-Asaron konnte kein 
signifikanter Unterschied zur nächstkleineren Konzentration festgestellt werden. Dies lag vor allem 
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an den größeren Schwankungen in den einzelnen Bestimmungen der Adduktlevel in der höchsten 
Konzentration. Mit einen p-Wert von 0,06 für N2‑1′‑OH‑2H-A-dG und einem p-Wert von 0,08 für 
N6‑1′‑OH‑2H-A-dA erreichen die Bestimmungen nur knapp die Schwelle von p = 0,05 für 
statistische Signifikanz nicht. Daher kann ein konzentrationsabhängiger Anstieg über die beiden 































































Abbildung 4-43:  Adduktbildungsraten von N2-1′-Hydroxy-dihydroasaron-2′-desoxyguanosin und 
N6‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin in pRH nach 24-stündiger Inkubation mit β-Asaron (n = 3). 
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen. Die angegebenen Signifikanzen wurde mittels 
einseitigem Students t-Test ermittelt (* p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01). 
Vergleicht man die Bildungsraten nach Inkubation von α- und β-Asaron untereinander, so lässt sich 
beobachten, dass für β-Asaron insgesamt höhere Adduktbildungsraten beobachtet werden konnten 
(Abbildung 4-44). 
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Abbildung 4-44:  Gegenüberstellung der Adduktbildungsraten von N2-1′-Hydroxy-dihydroasaron-2′-desoxyguanosin und 
N6‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin in pRH nach 24‑stündiger Inkubation mit α- und β-Asaron 
(n = 3). Darstellung der Mittelwerte ohne Standardabweichung für eine bessere Übersichtlichkeit. 
Weiter konnte gezeigt werden, dass eine weitestgehend lineare Beziehung zwischen der 
Inkubationskonzentration und der Adduktbildung besteht. Das Bestimmtheitsmaß der linearen 
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Anpassung lag bei den Bestimmungen nach Inkubation mit β-Asaron bei 0,98 und 0,99. Die lineare 
Anpassung der Adduktbildungsrate von N2‑1′‑OH‑2H-A-dG nach 24-stündiger Inkubation mit α‑Asaron wies ein R2 von 0,98 auf und die von N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA ein R2 von 0,86 auf. 
1-stündige Inkubation 
Bei der Kurzzeitinkubation von 1 h von pRH mit α‑ und β-Asaron konnten in alle 
Testkonzentrationen die Addukte N2‑1′‑OH‑2H-A-dG und N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA nachgewiesen 
werden. Wie in Abbildung 4-47 dargestellt ist, konnte auch für diese kurze Inkubationszeit ein 
konzentrationsabhängiger Anstieg beobachtet werden. Hierbei ist kein deutlicher Unterschied 
zwischen den beiden Addukten oder zwischen den beiden Asaronisomeren zu erkennen. Die 
Bestimmung der Adduktlevel nach Inkubation mit 200 µM α-Asaron konnte nur in einem n = 2 
erfolgen, da bei der DNA-Isolierung für eine Wiederholung keine genügende Reinheit der DNA 
erzielt werden konnte. Dies begründet auch den hohen Fehler bei dieser Bestimmung, da hier der 













































































Abbildung 4-45: Adduktbildungsraten von N2-1′-Hydroxy-dihydroasaron-2′-desoxyguanosin und 
N6‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin in pRH nach 1-stündiger Inkubation mit α-Asaron und β-
Asaron (n = 3) mit der Ausnahme α-Asaron 200 µM (n = 2). Dargestellt sind die Mittelwerte mit 
Standardabweichungen, bzw. mit Range (für α-Asaron 200 µM). Die Signifikanzen beziehen sich auf die 
jeweils nächstkleinere Konzentration, bei 10 µM auf DMSO und wurden mittels Students t-Test bestimmt 
(* p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; ns: nicht signifikant). 
Abbildung 4-46 zeigt, dass sich für beide Asaronisomere und beide Addukte ein linearer 
Zusammenhang zwischen Inkubationskonzentration und Adduktbildungsrate ableiten lässt. Das 
Bestimmtheitsmaß der linearen Anpassung betrug bei allen Adduktbildungsraten R2 ≥ 0,99. Weiter 
zeigt Abbildung 4-46 im Mittel höhere Adduktlevel nach Inkubation mit β-Asaron, wobei bei 
Berücksichtigung der Standardabweichungen der Messreihen kein signifikanter Unterschied 
festgestellt werden kann. 
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Abbildung 4-46:  Gegenüberstellung der Adduktbildungsraten von N2-1′-Hydroxy-dihydroasaron-2′-desoxyguanosin und 
N6‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin in pRH nach 1‑stündiger Inkubation mit α- und β-Asaron 
(n = 3) mit der Ausnahme α-Asaron 200 µM (n = 2). Darstellung der Mittelwerte ohne Standardabweichung 
für eine bessere Übersichtlichkeit. 
6-stündige Inkubation 
Der Inkubationszeitpunkt nach 6 h lieferte insgesamt die höchsten Adduktbildungsraten 
unabhängig von Asaronisomer oder Addukt. In Abbildung 4-47 ist ein konzentrationsabhängiger 












































































Abbildung 4-47: Adduktbildungsraten von N2-1′-Hydroxy-dihydroasaron-2′-desoxyguanosin und 
N6‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin in pRH nach 6-stündiger Inkubation mit α-Asaron und β-
Asaron (n = 3). Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen. Die Signifikanzen beziehen sich 
auf die jeweils nächstkleinere Konzentration, bei 10 µM auf DMSO und wurden mittels Students t-Test 
bestimmt (* p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; ns: nicht signifikant). 
Für beide Asaronisomere konnte bei allen Inkubationskonzentrationen höher Adduktlevel für 
N2‑1′‑OH-2H-A-dG beobachtet werden, welche ab 50 µM auch statistisch signifikant sind. Im Mittel 
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konnten bei allen Inkubationen mehr als doppelt so viele dG-Addukte detektiert werden, als dA-
Addukte. Nach 1-stündiger Inkubation konnte dies nicht beobachtet werden. Hier lagen die 
Adduktlevel in gleicher Größenordnung vor. Weiter zeigt Abbildung 4-48, dass die Adduktlevel nach 
Inkubation mit α-Asaron mit der Konzentration überlinear ansteigen, so ist eine größere Anstieg 
zur höchsten Inkubationskonzentration von 200 µM im Vergleich zu den niedrigeren 
Konzentrationen für beide Addukte zu beobachten. Für β‑Asaron ist ein Abflachen des 
Konzentrationsverlaufes der Adduktbildungsrate in den höheren Konzentrationen zu sehen.  
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Abbildung 4-48:  Gegenüberstellung der Adduktbildungsraten von N2-1′-Hydroxy-dihydroasaron-2′-desoxyguanosin und 
N6‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin in pRH nach 6‑stündiger Inkubation mit α- und β-Asaron 
(n = 3). Darstellung der Mittelwerte ohne Standardabweichung für eine bessere Übersichtlichkeit. 
48-stündige Inkubation 
Nach 48-stündiger Inkubation mit den Testsubstanzen konnten die in Abbildung 4-49 dargestellten 
Adduktlevel gemessen werden. Im Vergleich zu den vorherigen Zeitpunkten fiel auf, dass die 
Schwankung der Adduktlevel in den höheren Konzentrationen beider Asaronisomere relativ stark 
ausgeprägt war. Für α-Asaron konnte bis zu einer Testkonzentration von 100 µM ein statistisch 
signifikanter konzentrationsabhängiger Anstieg der Adduktlevel gezeigt werden. Für 200 µM lässt 
sich ein weiterführender Trend beobachten, welcher aber keine Signifikanz aufweisen kann. Die 
Adduktlevel nach Inkubation mit β-Asaron zeigen einen konzentrationsabhängigen Trend, ohne 
statistische Sicherheit in den beiden höchsten Konzentrationen. Tendenziell lässt sich auch nach 
48 h Inkubation mit beiden Isomeren höhere dG-Adduktlevel detektieren.  













































































Abbildung 4-49:  Adduktbildungsraten von N2-1′-Hydroxy-dihydroasaron-2′-desoxyguanosin und 
N6‑1′‑Hydroxy‑dihydroasaron‑2′‑desoxyadenosin in pRH nach 48-stündiger Inkubation mit α-Asaron und β-
Asaron (n = 3). Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen. Die Signifikanzen beziehen sich 
auf die jeweils nächstkleinere Konzentration, bei 10 µM auf DMSO und wurden mittels Students t-Test 
bestimmt (* p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; ns: nicht signifikant). 
4.5.2 Kinetik der DNA‑Adduktbildung 
Die Kinetik der Adduktbildungsraten wurde bei gleichbleibender Inkubationskonzentration über die 
vier Inkubationszeitpunkte (1, 6, 24 und 48 h) erstellt. In Abbildung 4-50 sind die Kinetiken der 
Adduktbildung von N6-1′-OH-2H-A-dA der Inkubationen mit α-Asaron dargestellt.  
Bei einer Konzentration von 10 µM ist ein Anstieg bis 6 h und danach ein Abfall unter das Niveau 
der 1‑stündigen Inkubation zu beobachten. Für die Inkubationskonzentrationen 50 µM und 100 µM α‑Asaron ist ein konstantes Adduktlevel über 24 h und eine anschließende Abnahme bis 48 h zu 
beobachten, wobei hier kein signifikanter Unterschied zwischen allen vier Zeitpunkten zu sehen ist. 
Die Behandlung von pRH mit 200 µM α-Asaron führte zur Zunahme der Gehalte an N6-1′-OH-2H-
A-dA bis 24 h und zu einer Abnahme bis 48 h unter den Wert der 1-stündigen Inkubation. Aufgrund 
der großen Schwankungen zwischen den unterschiedlichen Bestimmungen war eine statistische 
Auswertung der vorliegenden Kinetik nicht sinnvoll. 
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Abbildung 4-50: Kinetik der Adduktbildungsrate von N6-1′-Hydroxy-dihydroasaron-2′-desoxyadenosin in primären 
Rattenhepatozyten nach Inkubation mit α-Asaron (n = 3, bzw. n = 2 für 1 h 200 µM). 
Die Kinetik der Adduktbildung des N2-1′-OH-2H-A-dG ist in Abbildung 4-51 abgebildet. Hier konnte 
beobachtet werden, dass für alle Inkubationskonzentrationen von α-Asaron die Adduktlevel bis 6 h 
anstiegen und anschließend bis 48 h auf etwa das Niveau der 1-stündigen Inkubation fielen. Diese 
Kinetik war mit zunehmender α-Asaron-Konzentration ausgeprägter.  
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Abbildung 4-51: Kinetik der Adduktbildungsrate von N2-1′-Hydroxy-dihydroasaron-2′-desoxyguanosin in primären 
Rattenhepatozyten nach Inkubation mit α-Asaron (n = 3, bzw. n = 2 für 1 h 200 µM). 
Die Kinetiken der Adduktbildungsraten von N6-1′-OH-2H-A-dA nach Inkubation mit β-Asaron 
zeigten in den Konzentrationen 10 µM, 50 µM und 100 µM jeweils einen Anstieg bis 6 h und einen 
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anschließenden Abfall der Adduktgehalte bis auf das Niveau der 1-stündigen Inkubation (Abbildung 
4-52). Bei der Inkubation mit 200 µM liegen die Adduktlevel der 6- und 24-stündigen 
Behandlungsdauer im gleichen Bereich und weisen beide eine hohe Schwankung der 
Einzelbestimmungen auf. Nach 48 h wurde ein Rückgang der Adduktgehalte beobachtet, welche 
jedoch oberhalb des Niveaus der 1-stündigen Inkubation lag.  
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Abbildung 4-52:  Kinetik der Adduktbildungsrate von N6-1′-Hydroxy-dihydroasaron-2′-desoxyadenosin in primären 
Rattenhepatozyten nach Inkubation mit β-Asaron (n = 3). 
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Abbildung 4-53:  Kinetik der Adduktbildungsrate von N2-1′-Hydroxy-dihydroasaron-2′-desoxyguanosin in primären 
Rattenhepatozyten nach Inkubation mit β-Asaron (n = 3). 
Die Adduktlevel über die Zeit von N2-1′-2H-A-dG nach Inkubation mit β-Asaron sind in Abbildung 
4-53 dargestellt und wiesen die ausgeprägteste Abhängigkeit von der Behandlungsdauer auf. Für die 
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Inkubationskonzentration 10 µM lässt sich ein Anstiegt von einer Stunde auf 6 h Behandlung 
beobachten. Die Gehalte von 6 h und 24 h weisen ähnliche Werte auf und weiter ist ein Abfall des 
Adduktlevels nach 48 h in den Bereich der 1-stündigen Behandlung zu sehen. Die Inkubation mit 
100 µM führte zu einem Anstieg des Adduktlevels bei 6 h und einer anschließenden Abnahme bis 
24 h. Das Adduktlevel zum Zeitpunkt 48 h lag im Bereich des bei 24 h, es konnte also keine Abnahme 
von 24 h zu 48 h beobachtet werden. Die Kinetik des Adduktlevels von N2-1′-2H-A-dG nach 
Inkubation mit 100 µM β-Asaron zeigte einen starken Anstieg von 1 h zu 6 h mit anschließender 
Abnahme über 24 h und 48 h. Nach 48 h konnten Adduktgehalte gemessen werden, welche über 
denen der 1-stündigen Inkubation lagen. Für die Inkubation mit 200 µM zeigte sich ein ähnliches 
Bild mit ausgeprägterem Anstieg bis 6 h. 
Die Untersuchungen zu Abhängigkeit der Adduktbildung von der Inkubationsdauer lieferten für die 
beiden Asaronaddukte widersprüchliche. Für die Inkubationen mit β-Asaron lässt sich mit 
Ausnahme der dA-Adduktbildungsrate bei 200 µm ableiten, dass ein Maximum der 
nachzuweisenden Addukte nach eine Inkubationsdauer von 6 h detektiert werden kann. Über 48 h 
findet dann eine Abnahme der Addukte statt. Die dA-Addukte sinken auf das Niveau der 1-stündigen 
Inkubation wohingegen die dG-Addukte diesen Wert nach 48 h noch übersteigen.  
Die Inkubationen mit α-Asaron lassen sich nicht zu einem einheitlichen Bild zusammenfassen. Für 
N6-1′-OH-2H-A-dA konnte kein Unterschied der Adduktgehalte innerhalb der ersten 24 h bei den 
Inkubationskonzentrationen 10 µM, 50 µM und 100 µM festgestellt werden. Über 48 h fand eine 
geringe Abnahme der Adduktlevel statt. Der Zeitverlauf der dA-Adduktbildung nach Inkubation mit 
200 µM zeigte hingegen eine Zunahme über 24 h und anschließende Abnahme unter das Niveau der 
1-stündigen Inkubation. Für N2-1′-2H-A-dG konnten für alle Inkubationskonzentrationen von α‑Asaron steigende Adduktlevel bis 6 h und anschließend fallende Adduktlevel bis 48 h auf etwa das 
Niveau der 1-stündigen Inkubation beobachtet werden. 
4.5.3 Zusammenfassung und Diskussion der in-vitro-Studie 
Die vorliegende in-vitro-Studie wurde mit dem Ziel durchgeführt eine konzentrations- und 
zeitabhängigkeit der Adduktbildung in pRH nach Inkubation mit α- und β-Asaron zu untersuchen. 
Die Abhängigkeit der Adduktbildungsraten von der eingesetzten Inkubationskonzentration konnte 
für alle durchgeführten Experimente gezeigt werden, wobei der untersuchte Konzentrationsbereich 
mit dem 20-fachen verhältnismäßig klein ist. Die kinetischen Daten der Inkubationen der 
Lebermikrosomen lassen jedoch darauf schließen, dass weder für α-Asaron noch für β-Asaron eine 
konzentrationsabhängige Stoffwechselverschiebung der CYP-vermittelten Biotransformation zu 
erwarten ist, so dass eine überproportionale Abnahme der Epoxidbildung und damit der Bildung von 
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DNA-Addukten als unwahrscheinlich angesehen wird (Cartus et al., 2015; Cartus und Schrenk, 
2016). 
Die Hierbei konnte zusätzlich beobachtet werden, dass die Gehalte an N2-1′-2H-A-dG die Gehalte 
an N6-1′-OH-2H-A-dA, wenn auch nur gering, in alle Untersuchungen überstiegen. Weiter konnte 
nach 1-stündiger und 24-stündige Inkubation ein linearer Zusammenhang zwischen Adduktlevel 
und Inkubationskonzentration für beide Isomere und beide Addukte bestätigt werden. Nach 6-
stündiger Inkubation nahmen die Gehalte an N2-1′-2H-A-dG und N6-1′-OH-2H-A-dA nach 
Inkubation mit 200 µM α-Asaron überlinear zu, wohingegen ein Abflachen des Zusammenhangs 
nach Inkubation mit 200 µM β-Asaron zu beobachten war. Nach 48-stündiger Inkubation wurde 
recht hohe Schwankungen in den Adduktgehalten der höchsten Inkubationskonzentrationen 
beobachtet. Dies könnte eventuell auf einsetzende Zytotoxizität zurückzuführen sein. Die 
verwendeten Konzentrationen wurden auf ihre zytotoxischen Eigenschaften in pRH untersucht, 
jedoch wurde hier ein anderes Format (24-well Platten vs. 100-mm-Zellkulturschalen) verwendet 
bei gleicher Aussaatdichte und gleichen Inkubationsbedingungen. Weiter wurden die 
Untersuchungen zur Zytotoxizität nur mittels RRT bestimmt, welcher als Endpunkt das Vermögen 
der Zelle Reduktionsäquivalente zu generieren hat. Es ist also nicht auszuschließen, dass hier ein 
zytotoxischer Effekt der Inkubationssubstanzen auf die Zellen für die hohen Schwankungen 
verantwortlich waren. Obwohl Hinweise auf eine deutliche Abnahme der Zellviabilität über die Zeit 
wie das Ablösen von Zellen oder ein verminderter DNA-Gehalt der Zellen nicht beobachtet wurden, 
könnte jedoch ein gewisser Selektionsbias durch den Verlust von möglicherweise adduktreichen 
toten Zellen die Daten beeinflusst haben.  
Die Ergebnisse der Untersuchungen zu den Kinetiken der Adduktlevel weisen darauf hin, dass pRH 
in Kultur in der Lage sind, diese Addukte zu reparieren. Im Allgemeinen konnten maximale 
Adduktgehalte nach 6 h beobachtet werden und eine stetige Abnahme bis zum Zeitpunkt 48 h.  
Im Vergleich zu anderen Phenylpropanoiden wie Methyleugenol fällt auf, dass die Adduktlevel des 
dA-Addukts nur etwas geringer ausfielen als die des dG-Addukts. Für Methyleugenol war sowohl in 
humanen Leberbiopsie-Proben als auch in Leberproben von transgenen Mäusen ein Faktor von etwa 
50 zwischen den dG-Addukten und den dA-Addukten zu beobachten (Herrmann et al., 2014, 2013). 
In pRH konnten nach 12-stündiger Inkubation mit 250 µM Methyleugenol 193 ± 14 N2-MIE-dG pro 
108 Nukleosiden Nachgewiesen werden (A. T. Cartus et al., 2012). Die 24-stündige Inkubation mit 
200 µM α-Asaron lieferte im Vergleich dazu 1415 ± 109 N2-1′-OH-2H-A-dG pro 108 Nukleoside in 
pRH. Damit übersteigt die α-Asaron Methyleugenol im Vermögen DNA-Addukte in pRH zu bilden 
um etwa das 7fache.  
Im Gegensatz dazu überwog bei Estragol die Bildung der dA-Addukte. In einer in-vivo-Studie konnte 
gezeigt werden, dass männliche F344 Ratten nach oraler Aufnahme von 600 mg (kg KG)−1 d−1 (an 5 
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Tagen die Woche über 4 Wochen) DNA-Addukte in der Leber aufwiesen. Es wurden Adduktlevel von 
3,5 ± 0,4 C8-3′-Estragol-2′-Desoxyguanosin pro 106 dG, 4,8 ± 0,8 N2-3′-Estragol-2′-Desoxyguanosin 
pro 106 dG und 20,5 ± 1,6 N6-3′-Estragol-2′-Desoxyadenosin pro 106 dA nachgewiesen (Ishii et al., 
2011). Diese Adduktgehalte lagen in etwa im Bereich der Gehalte, welche nach 1-stündiger 
Inkubation mit α- oder β-Asaron in pRH erhalten wurden.  
Sowohl Methyleugenol als auch Estragol zählen zu den allylischen Vertretern der Phenylpropanoide 
und welchen ein anderer DNA-Adduktbildungsmechanismus zu Grunde liegt. Ein Vergleich mit 
1‑propenylischen Phenylpropanoiden ist aufgrund fehlender Daten in der Literatur nicht möglich. 
Der Vergleich mit ähnlichen Studien an humanen Hepatozyten oder pRH mit bekannten 
gentoxischen und kanzerogenen aromatischen Aminen lieferte Adduktlevel in gleicher 
Größenordnung (Nauwelaers et al., 2011) wie die Asaron-DNA-Adduktlevel, bzw. bei 
Berücksichtigung der Inkubationskonzentration, höhere Werte (Williams et al., 2016). Weiter 
konnten Williams et al. (2016) zeigen, dass der Grad der DNA-Schädigung durch 2-
Acetylaminofluoren der Rattenleber in vivo mit dem Gehalt an DNA-Addukte in pRH in vitro 
korreliert, was den Nutzen solcher in-vitro-Studien belegt.  
Anderen gentoxischen Verbindungen deren reaktiver Metabolit ein Epoxid darstellt zeigten in vivo 
Adduktgehalte in ähnlicher Größenordnung. Doerge et al. (2005) untersuchten die N7-Glycidamid-
Guanin Gehalte in Fischer 344 Ratten (m+w; n = 3–4) nach einmaliger i. p. Applikation von 
50 mg kg−1 Acrylamid und konnten, je nach Gewebe, nach 6 h 270–960 Addukte pro 108 Nukleoside 
nachweisen. Im Blut Styrol-exponierter Arbeiter (n = 11) konnte im Vergleich zu einer 
Kontrollgruppe erhöhte O6-styrol-guanin-Adduktgehalte festgestellt werden. Diese beliefen sich 
auf 5,9 ± 4,9 Addukte pro 108 Nukleoside (Vodička et al., 1999). 
Insgesamt ist auch bei der Bewertung der mutagenen und kanzerogenen Aktivität der gebildeten 
Asaronepoxide zu beachten, dass die DNA-Adduktbildung möglichweise keine ausschließliche Rolle 
spielt. Für 2-Acetylaminofluoren konnte beispielsweise gezeigt werden, dass auch nicht-
gentoxische epigenetische Veränderungen am Prozess der Karzinogenese beteiligt sind 
(Bagnyukova et al., 2008). 
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK 
In der vorliegenden Arbeit sollten drei aufeinander aufbauende Fragestellungen geklärt werden. 
1. Die Darstellung der Asaronmetaboliten α- und β-Asaronepoxid, sowie deren Stabilität in 
verschiedenen Lösungsmitteln, 
2. die Reaktivität der Asaronepoxide gegenüber 2′-Desoxynukleosiden und daraus abgeleitet 
die Charakterisierung der gebildeten Addukte, und 
3. die Entwicklung einer sensitiven UHPLC-MS/MS-Methode zur Quantifizierung der 
Adduktgehalte in pRH nach Behandlung mit α-und β-Asaron, um deren konzentrations- 
und zeitabhängige Bildung in vitro zu untersuchen. 
Nach der Anpassung der DMDO-Synthese konnte sowohl für α-Asaron als auch für β-Asaron 
erfolgreich eine Epoxidierung der Seitenkette durchgeführt werden. Die erhaltenen Produkte wiesen 
eine Reinheit von ≥ 96 % auf und konnten mit Ausbeuten von 84 % und 74 % reproduzierbar 
synthetisiert werden.  
Mit Chloroform, Acetonitril und DMSO als Lösungsmittel konnten für beide Asaronepoxide eine 
Stabilität von mindestens 5 d bei RT bestätigt werden. Im wässrigen Milieu findet innerhalb von 
maximal 4 min eine vollständige Umsetzung der Epoxide zu erythro-Asarondiol, threo-Asarondiol 
und 2,4,5-Trimethoxyphenylaceton statt. Das Verhältnis des Produktspektrums ist hierbei stark pH-
Wertabhängig.  
Die Untersuchungen zur Reaktivität von α- und β-Asaronepoxid gegenüber dG und dA zeigten in 
10 mM Ammoniumcarbonat-Puffer eine Adduktbildung. Nach Charakterisierung mittels 1H-NMR-
Spektroskopie und Massenspektrometrie konnte zweifelsfrei die Bildung von N6-1′-OH-2H-A-dA 
und N2-1′-OH-2H-A-dG bestätigt werden. Diese konnten im Anschluss in größeren Mengen 
synthetisch dargestellt werden und durch Modifikation der Syntheseroute konnten auch deren 
stabil-isotopenmarkierten Analoga synthetisiert werden.  
Gegenüber den Pyrimidinbase dC und dT zeigten die Asaronepoxide keine Reaktivität. Die 
Inkubationen zeigten aber Produktpeaks, welche durch weitere massenspektrometrische 
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Untersuchungen als Bi-Addukte aus Asaronepoxiden und deren Hydrolyseprodukte identifiziert 
werden konnten. Weiter wurde sowohl für die Bildung der beiden Asaron-DNA-Addukte als auch für 
die Bildung der Bi-Addukte ein Reaktionsmechanismus postuliert. 
Nach der Etablierung der (U)HPLC-MS/MS-Methoden zur Quantifizierung der Asaron-DNA-
Addukte wurde eine in-vitro-Studie zu Bestimmung der konzentrations- und zeitabhängigkeit der 
Adduktbildung an pRH durchgeführt. Hierbei konnte zu allen Zeitpunkten (1, 6, 24 und 48 h) eine 
Konzentrationsabhängigkeit gezeigt werden, welche nahezu bei allen Inkubationen einen linearen 
Zusammenhang aufwies. Im Vergleich zur Literatur lagen die beobachteten Adduktlevel in 
ähnlicher Größenordnung bzw. teilweise auch deutlich darüber. 
Die Beobachtungen über die Zeit zeigten bei nahezu allen Inkubationen eine maximale 
Adduktkonzentration nach 6 h, welche bis 48 h auf etwa das Niveau der 1-stündigen Inkubationen 
abnahm. Abweichungen davon konnten v. a. bei der Bestimmung der Kinetik der Bildung von 
N6‑1′‑OH-2H-A-dA beobachtet werden. Insgesamt konnte aufgrund dieser Ergebnisse von einer 
Reparatur der gebildeten Addukte in pRH geschlossen werden. 
Abschließend konnten alle eingangs aufgestellten Fragen im Rahmen dieser Arbeit beantwortet 
werden. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen aber auch die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen, 
um die nun neu aufgeworfenen Fragen zu beantworten. 
In folgenden Studien sollte die Aufklärung des Reparaturmechanismus der Asaron-DNA-Addukte 
in pRH bearbeitet werden. Weiter sollte abgeklärt werden, ob die maximalen Adduktgehalte wirklich 
nach 6 h erreicht werden, oder ob es eventuell noch einen weiteren Anstieg der Adduktlevel im 
Zeitraum von 6–24 h gibt. Auch sollte der Konzentrationsbereich hin zu kleineren 
Inkubationskonzentrationen erweitert werden, um eventuell eine Konzentration zu erhalten, bei 
welcher die Adduktgehalte unterhalb der Nachweisgrenze liegen, bzw. um zu beobachten, ob der 
lineare Zusammenhang der Konzentrationsabhängigkeit auch über einen größeren Bereich besteht.  
Um die Bildung der Asaron-DNA-Addukte in vivo zu untersuchen, wäre es notwendig eine Studie 
mit oraler Applikation von α- und β-Asaron an Ratten durchzuführen. Anhand einer solchen Studie 
könnten gleichzeitig auch die Adduktlevel in anderen Geweben bestimmt werden und verifiziert 
werden, dass die Leber das Hauptzielorgan der Asarone darstellt. 
 




Tabelle 6-1:  Liste der verwendeten Geräte mit Herstellern/Lieferanten. 
Gerät Hersteller/Lieferant 
Brutschrank 
Brutschrank, Heraeus Instruments 
CB Typ 9040-0013 
 
Thermo Scientific, Hanau, Deutschland 




Wessamat Eismaschinenfabrik GmbH, Kaiserslautern, Deutschland 
HPLC-MS/MS-System I 
HPLC: Serie 1100 ∙ 1100 Degasser G1379A ∙ 1100 Quat Pump G1311A ∙ 1100 Autosampler G1313A ∙ 1100 TCC G1316A 
MS: API 2000 
 





Applied Biosystems, Framingham, USA 
HPLC-MS/MS-System II 
HPLC: Serie 1200 ∙ 1200 Degasser G1379B ∙ 1200 Bin Pump SL G1315C ∙ 1200 FC/ALS Therm G1330B ∙ 1200 Hip-ALS SL G1367C ∙ 1200 TCC SL G1316B 
MS: API 3200 
 






Applied Biosystems, Framingham, USA 
HPLC-UV/VIS-System 
Waters HPLC-Anlage ∙ Pumpe Controller 600 ∙ Autosampler Waters 717 plus ∙ Waters In-Line Degasser 
Jasco UV-975 intelligent UV/VIS-Detector 
 




Jasco Deutschland GmbH, Pfungstadt, Deutschland 
Kühl-Gefrierkombination Liebherr GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Lichtmikroskop 
Axiovert 25 
Leica DM IRB 
 
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland 
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland 
Magnetrührer IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland 
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Fortsetzung Tabelle 6-1:  Liste der verwendeten Geräte mit Herstellern/Lieferanten. 
NMR Spektrometer 
Avance-III, 400 MHz 
Avance-II, 600 MHz 
 
Bruker, Rheinstetten, Deutschland 




HANNA Instruments GmbH, Vöhringen, Deutschland 
Pipetten 




Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
BRAND, Wertheim, Deutschland 
Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt, Deutschland 
Rotationsverdampfer 
IKA RV 10 Digital 
Rotavapor R 
 
IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland 




Ismatec, Glattsbrugg-Zürich, Schweiz 
Schüttelinkubator 
Shaker 54 ELMI 
 








Thermo Scientific, Wilmington, USA 
UHPLC-MS/MS-System 
UHPLC: Serie 1200 Infinity ∙ 1290 Bin Pump G4220A ∙ 1290 Thermostat G1330B ∙ 1290 Autosampler G4226A ∙ 1290 TCC G1316C 
MS: QTRAP 5500 
 





AB Sciex, Framingham, USA 
Vakuumpumpe 
Vaccubrand Drehschieber Ölpumpe 
 











Mettler-Toledo LLC., Columbus, USA 
Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
Wasserbäder 
Termostat T MA 6 
GFL 1083 
 
Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-Königshofen, Deutschland 
GFL, Burgwedel, Deutschland 
Zentrifugen 
Megafuge 1.0 R 
Microfuge® R 
Biofuge Fresco  
Multifuge 1L-R  
Rotina 35 
 
Thermo Scientific, Wilmington, USA  
Beckman Coulter, Krefeld 
Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland 
Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland 
Hettich GmbH, Tuttlingen,Deutschland 
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6.2 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 6-2: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien mit Herstellern/Lieferanten. 
Verbrauchsmaterial Hersteller/Lieferant 
Autosampler Vial mit Inserts und Deckel, 2 ml WICOM Germany GmbH, Heppenheim, Deutschland 
Braunüle Vasocan 14G (orange) B. Braun, Melsungen, Deutschland 
Braunüle Vasocan 18G (grün) B. Braun, Melsungen, Deutschland 
Dünnschichtchromatographieplatte 
Kieselgel 60 mit Fluoreszenz Indikator 
 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Einmal‐Injektionskanülen Sterican 26G 0,45 x 12 mm B. Braun, Melsungen, Deutschland 
Einmal‐Injektionsspritzen Omnifix‐F 1 ml B. Braun, Melsungen, Deutschland 
HPLC-Säulen 
LiChrospher® 100 RP 18, 125 mm x 4 mm, 5 µm 
U‐VDSpher PUR C18‑E, 50 mm x 4 mm, 1,8 µm 
 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
VDS Optilab, Berlin, Deutschland 
HPLC-Vorsäulen 
LiChrospher® 100 RP 18, 4 mm x 4 mm, 5 µm 
U‐VDSpher PUR C18‑E, 4 mm x 4 mm, 1,8 µm 
 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
VDS Optilab, Berlin, Deutschland 
Pasteurpipetten Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Pipettenspitzen (Vmax 1000 µl, 200 µl, 10 µl) Greiner Bio‐One, Frickenhausen, Deutschland 
Präparative-Säulen 
ReproSil 100 C18, 250 mm x 10 mm, 5 µm  
VDSpher PUR C18-SE, 250 mm x 20 mm, 5 µm 
 
Dr. Maisch GmbH, Ammerbuch, Deutschland 
VDS Optilab, Berlin, Deutschland 
Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml) Greiner Bio‐One, Frickenhausen, Deutschland 
Serologische Pipetten (Vmax 25 ml, 10 ml, 5 ml) Greiner Bio‐One, Frickenhausen, Deutschland 
Zellkulturschalen (100 mm) Greiner Bio‐One, Frickenhausen, Deutschland 
Zentrifugenröhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner Bio‐One, Frickenhausen, Deutschland 
6.3 Chemikalien 
Tabelle 6-3: Lister der verwendeten Chemikalien mit Herstellern/Lieferanten. 
Chemikalie Hersteller / Lieferant 
15N5-2′-Desoxyadenosin Silantes GmbH, München, Deutschland 
15N5-2′-Desoxyguanosin Silantes GmbH, München, Deutschland 
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure VWR, Leuven, Belgien 
2′-Desoxyadenosin AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
2′-Desoxycytidin AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
2′-Desoxyguanosin AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
2′-Desoxythymidin AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Aceton Fisher Chemicals, Schwerte, Deutschland 
Acetonitril 
HiPerSolv CHROMANORM®, gradient grade HPLC 
Optigrade®, LC-MS 
 
VWR International LLC, Radnor, USA 
Prom Chem Ltd, Edenbridge, Großbritannien 
Acetonitril-d3 C/D/N Isotopes, Pointe-Claire, USA 
alkalische Phosphatase (CIP) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Ameisensäure MS-Grade FisherScientific, Geel, Belgien 
Ammoniumcarbonat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Bovines Serumalbumin (BSA) (30 %) Gibco®, ThermoFischer, Dreieich, Deutschland 
Calciumchlorid (CaCl2) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Chloroform FisherScientific, Loughborough, England 
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Fortsetzung Tabelle 6-3: Lister der verwendeten Chemikalien mit Herstellern/Lieferanten. 
Chloroform-d Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Deuteriumoxid  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Dimethlysulfoxid-d6 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Dinatriumethylendiamintetraacetat (Na2EDTA) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Sigma-Aldrich Corporation, Schnelldorf, Deutschland 
DMEM high glucose ohne Phenolrot mit HEPES Gibco®, ThermoFischer, Dreieich, Deutschland 
DMEM low glucose mit Phenolrot Gibco®, ThermoFischer, Dreieich, Deutschland 
Essigsäure MS-Grade FisherScientific, Geel, Belgien 
Essigsäure p.a. J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
Ethanol p.a. ThGeyer, Renningen, Deutschland 
Ethylacetat FisherScientific, Loughborough, England 
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraessigsäure  AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Hank′s Balanced Salt Solution (HBSS) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Heparin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Isoamylalkohol Merck, Hohenbrunn, München, Deutschland 
Kaliumcarbonat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Kaliumchlorid (KCl) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Kollagenase Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 





Prom Chem Ltd, Edenbridge, Großbritannien 
Prom Chem Ltd, Edenbridge, Großbritannien 
Micrococcal Nuklease Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, USA 
Natirumchlorid (NaCl) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Natriumacetat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Natriumsuccinat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
n-Hexan Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Oxone® Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep 100x) 
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Gibco®, ThermoFischer, Dreieich, Deutschland 
Pentobarbital Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Percoll® GE Healthcare Bio-Science AB, Uppsala, Schweden 
Phenol, equilibriert und stabilisiert Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Phosphodiesterase II Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, USA 
Proteinase K Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
RNase A Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
SDS-Lösung (20 %) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Triton-X-100 AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Typanblau 0,1 % Fertiglösung Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland α-Asaron Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland β-Asaron Isoliert aus Kalmusöl (Oleum calami rectificatum) der 
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7  METHODEN 
7.1 Synthesen 
Alle im Folgenden genannten Synthesen beschreiben die Syntheserouten und Aufarbeitungen, 
welche nach Optimierung zur besten Reinheit und höchsten Ausbeute des gewünschten Produktes 
geführt haben.  
Die Hersteller bzw. Bezugsquellen sowie die Reinheit der verwendeten Chemikalien sind in Kapitel 
6.3 Chemikalien aufgeführt. 
In Tabelle 7-1 sind den Strukturen der in der Arbeit synthetisierten Verbindungen, deren 
Ausgangsmaterialen und der in den Reaktivitätsstudien verwendeten Metaboliten den 
Trivialnamen, deren Abkürzungen und den IUPAC-Namen zu geordnet. 
Tabelle 7-1:  Zuordnung der Verbindungen, welche in der Arbeit synthetisiert wurden, bzw. deren Vorstufen und 
Metaboliten der Reaktivitätsstudien zu Struktur, Trivialname, Abkürzung und IUPAC-Namen. 
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Fortsetzung Tabelle 7-1:  Zuordnung der Verbindungen, welche in der Arbeit synthetisiert wurden, bzw. deren Vorstufen und 



















































7.1.1.1 Synthese von Dimethyldioxiran (DMDO) 
Syntheseschema 
 
Synthesevorschrift nach Adam et al. (1991). 
Es werden destilliertes Wasser (254 ml), Aceton (192 ml) und Natriumhydrogencarbonat (58 g) 
vorgelegt und unter Rühren auf 5–10 °C gekühlt. Oxone® (120 g), eine Mischung aus 
KHSO5 x ½ KHSO4 x ½ K2SO4, wird in fünf Portionen alle 3 min unter starkem Rühren zugegeben. 
Nach der letzten Zugabe und dem Abklingen der Reaktion, welches durch Abnahme der Gasbildung 
zu beobachten ist, wird ein Vakuum von 100–130 bar angelegt und die Kühlung beendet. Unter 
weiterem Rühren wird die Aceton‑Dimethyldioxiran‑Lösung in eine auf −78 °C gekühlte Vorlage 
destilliert. Die so erhaltene Lösung wird unter Schutzatmosphäre über K2CO3 getrocknet und bei 
−20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die Konzentration der synthetisieren Lösung wird 
mittels Iodometrie bestimmt. Die Molarität der DMDO‐Lösung lässt sich mit folgender Gleichung 
bestimmen. 
Molarität DMDO‑Lösung=
(Molarität des Titranten ∙ V(Titrant)[ml])
V(DMDO )[ml] ∙ 2   
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7.1.1.2 Synthese von α‐Asaronepoxid 
Syntheseschema 
 
Synthesevorschrift modifiziert nach Kim et al. (1999). 
Unter Argonschutzatmosphäre wird α‐Asaron (884 mg; 4,24 mmol) in 2 ml über CaCl2 getrocknetem 
Aceton gelöst und auf 0 °C gekühlt. Es werden 52,5 ml der DMDO‐Lösung (0,097 mol/l; 5,10 mmol) 
hinzugegeben und der Reaktionsansatz für 20 min. bei RT gerührt. Das Ende der Reaktion wird 
mittels Dünnschichtchromatographie (DC) kontrolliert. Das Lösungsmittel wird unter reduziertem 
Druck destillativ entfernt und der Rückstand in n‐Hexan aufgenommen. Nach Umkristallisation bei 
−20 °C können die entstandenen Kristalle isoliert werden und unter Vakuum vom Lösungsmittel 
befreit werden. 
Ausbeute  798 mg (3,56 mmol, 84 %; hellgelber Feststoff) 
M(C12H16O4) = 224,25 g/mol 
Reinheit  >98 % (1H‑NMR) 
Charakterisierung: 
DC: Rf = 0,31 (Ethylacetat:Hexan 1:3) 
1H-NMR: (400 Hz, CDCl3, ST-108) δ [ppm]: 1,43 (3H, d, 3J = 5,15 Hz, CH3), 2,92 (1H, dq, 3J = 2,14 Hz, 
5,14 Hz, H2′), 3,79 (3H, s, OCH3), 3,82 (3H, s, OCH3), 3,86 (3H, s, OCH3), 3,88 (1H, d, 3J = 2,11 Hz, H1′), 
6,49 (1H, s, H3), 6,63 (1H, s, H6) 
1H‐NMR: (600 MHz, DMSO‐d6, ST‐117‐3) δ ppm 1,34 (d, J = 4,99 Hz, 3 H, CH3) 3,03 (qd, J = 5,04, 
2,20 Hz, 1 H, H2′) 3,65 (s, 3 H, OCH3) 3,78 (s, 4 H, OCH3, H1′) 3,80 (s, 3 H, OCH3) 6,55 (s, 1 H, H3) 6,69 
(s, 1 H, H6) 
1H‐NMR: (400 MHz, Acetonitril‐d3, ST‐117‐1) δ ppm 1,37 (d, J = 5,14 Hz, 3 H, CH3) 2,98 (qd, J = 5,12, 
2,07 Hz, 1 H, H2′) 3,71 (s, 3 H, OCH3) 3,81 (d, J = 2,26 Hz, 1 H, H1′) 3,81 (s, 3 H, OCH3) 3,82 (s, 3 H, 









Abbildung 7-1: 1H-NMR-Spektrum von α-Asaronepoxid aufgenommen in CDCl3. 
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7.1.1.3 Synthese von β‐Asaronepoxid 
Syntheseschema 
 
Synthesevorschrift modifiziert nach Kim et al. (1999). 
Unter Argonschutzatmosphäre wird β‐Asaron (1,18 g; 5,67 mmol) in 2 ml über CaCl2 getrocknetem 
Aceton gelöst und auf 0 °C gekühlt. Es werden 75,7 ml der DMDO‐Lösung (0,092 mol/l; 6,96 mmol) 
hinzugegeben und der Reaktionsansatz für 20 min bei RT gerührt. Das Ende der Reaktion wird 
mittels DC kontrolliert. Das Lösungsmittel wird unter reduziertem Druck destillativ entfernt und 
der Rückstand in n‐Hexan aufgenommen. Nach Umkristallisation bei −20 °C können die 
entstandenen Kristalle isoliert werden und unter Vakuum vom Lösungsmittel befreit werden. 
Ausbeute  941,9 mg (4,20 mmol, 74 %, hellgelber Feststoff) 
M(C12H16O4) = 224,25 g/mol 
Reinheit  >96 % (1H‐NMR) 
Charakterisierung  
DC: Rf  = 0,23 (Ethylacetat:Hexan 1:3) 
1H‐NMR: (400 MHz, CDCl3, ST‐109) δ [ppm]: 1,07 (d, J = 5,37 Hz, 3 H, CH3), 3,32–3,40 (m, 1 H, H2′), 
3,83 (s, 3 H, OCH3), 3,84 (s, 3 H, OCH3), 3,90 (s, 3 H, OCH3), 4,14 (d, J = 4,20 Hz, 1 H, H1′), 6,53 (s, 1 
H, H3), 6,79 (s, 1 H, H6).  
1H‐NMR: (600 MHz, DMSO‐d6, ST‐118‐3) δ [ppm]: 0,96 (d, J = 5,58 Hz, 3 H, CH3), 3,29–3,35 (m, 1 H*, 
H2′), 3,67 (s, 3 H, OCH3), 3,79 (s, 3 H, OCH3), 3,80 (s, 3 H, OCH3), 4,01 (d, J = 4,11 Hz, 1 H, H1′), 6,63 
(s, 1 H, H3), 6,72 (s, 1 H, H6) 
*eigentlich 2 H überlagert durch Wassersignal 
1H‐NMR: (400 MHz, Acetonitril‐d3, ST‐118‐1) δ [ppm]: 1,00 (d, J = 5,40 Hz, 3 H, CH3), 3,26–3,32 (m, 
1 H, H2′), 3,73 (s, 3 H, OCH3), 3,81 (s, 3 H, OCH3), 3,83 (s, 3 H, OCH3), 4,04 (d, J = 4,14 Hz, 1 H, H1′), 





M e t h o d e n  | 105 
 
 
Abbildung 7-2:  1H-NMR-Spektrum von β-Asaronepoxid aufgenommen in CDCl3. 
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7.1.2 Asaron-DNA-Addukte 




Synthesevorschrift modifiziert nach Herrmann et al. (2012). 
2′‐Desoxyguanosin-Monohydrat (74,0 mg; 0,26 mmol) wird in 9 ml einer wässrigen 
Ammoniumcarbonat‐Lösung (10 mM, pH 9) gelöst. Unter Rühren wird in 1 ml DMSO gelöstes β‐Asaronepoxid (96,0 mg; 0,43 mmol) hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wird für 24 h bei RT 
gerührt und anschließend mittels präparativer HPLC aufgereinigt (Methode Kapitel 7.2.2). Aus den 
vereinigten Produktfraktionen wird von unter reduziertem Druck Methanol entfernt und diese 
mittels Lyophilisation getrocknet. 
Ausbeute  17,1 mg (34,8 µmol; 13,4 %; weißer Feststoff) 
M(C22H29N5O8) = 491,49 g/mol 
Charakterisierung 
1H‐NMR (600 MHz, DMSO‐d6, ST‐141) δ [ppm]: 1,08 (d, 3 H, CH3, H3′); 2,11 (m, 1 H, 2′dR); 2,62 (m, 
1 H, 2′dR); 3,48 (m, 1 H); 3,53 (m,1 H); 3,77 (m, 1 H); 3,66 (s, 3 H, OCH3); 3,76 (s, 3 H, OCH3); 3,84 
(s,3 H, OCH3); 3,87 (m, 1 H); 4,32 (d, 1 H, 4′dR); 5,07 (m, 1 H, H1′); 6,06 (m, 1 H, 1′dR); 6,68 (s, 1 H, 
ArH); 6,80 (s, 1 H, ArH); 7,86 (s, 1 H, C8‐dG); 10,57 (m, 1 H, NH1), 
Retentionszeiten: HPLC: 22,4 min; UHPLC: 2,50 min 
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Synthesevorschrift modifiziert nach Herrmann et al. (2012). 
2′‐Desoxyadenosin-Monohydrat (71,5 mg; 0,27 mmol) wird in 9 ml einer wässrigen 
Ammoniumcarbonat‐Lösung (10 mM, pH 9) gelöst. Unter Rühren wird in 1 ml DMSO gelöstes β‐Asaronepoxid (121,2 mg; 0,54 mmol) hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wird für 24 h bei RT 
gerührt und anschließend mittel präparativer HPLC aufgereinigt (Methode Kapitel 7.2.2). Aus den 
vereinigten Produktfraktionen wird von unter reduziertem Druck Methanol entfernt und diese 
mittels Lyophilisation getrocknet. 
Ausbeute  10,8 mg (22,7 µmol, 8,4 %, weißer Feststoff) 
M(C22H29N5O7) = 475,49 g/mol 
Charakterisierung 
1H‐NMR (400 MHz, DMSO‐d6) δ [ppm]: 1.02 (d, 3H, CH3); 2.24 (m, 1 H, 2′dR); 2,71 (m, 1 H, 2′dR); 
3,61 (s, 3 H, OCH3); 3,74 (s, 3 H, OCH3); 3,83 (s, 3 H, OCH3); 3,86 (m, 1 H); 3,95 (m, 1 H); 4,39 (m, 1 
H); 5,52 (m, 1 H); 6,34 (m, 1 H); 6,66 (s, 1 H, ArH); 6,99 (s, 1 H, ArH); 8,14 (s, 1 H, C2‐dA); 8,36 (s, 1 
H, C8‐dA) 
Retentionszeiten: HPLC: 23,6 min; UHPLC: 2,80 min 
MS‐Fragmentierung: [M+H]+ m/z 476,083, [M−Desoxyribose]+ m/z 360,000, [M−dA]+ m/z 225,000 
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7.1.3 Stabil-isotopenmarkierten Asaron-DNA-Addukte 




15N5‐markiertes 2′‐Desoxyadenosin ([15N5]dA) (1,335 mg; 5,21 µmol) wird zusammen mit 2,698 mg 
(12,0 µmol) β‐Asaronepoxid eingewogen und mit 50 µl DMSO versetzt. Nach kurzem Durchmischen 
der Reaktionsmischung wird diese mit 500 µl einer 10 mM Ammoniumcarbonat‐Lösung (pH 9) 
versetzt und bei 37 °C über Nacht gerührt. Das Reaktionsgemisch wird mittels semi‑präparativer 
HPLC (Methode Kapitel 7.2.3) aufgereinigt und die vereinigten Produktfraktionen mittels 
Vakuumzentrifugation auf ein Volumen von 5–10 ml reduziert. Die Konzentration des erhaltenen 
[15N5]N6‐1′‐OH‐2H‐A‐dA wird mittels HPLC‐UV/VIS (Methode Kapitel 7.2.1) mit dem unmarkierten 
Addukt als Referenz bestimmt. Die Identität der Addukte wurde zusätzlich massenspektrometrisch 
bestätigt. 
Ausbeute:  0,85 mg* (1,77 µmol, 34 %) 
M(C22H2915N5O7) = 480,46 g/mol 
*Die Ausbeute wurde aufgrund der berechneten Konzentration in der Lösung und deren Volumen bestimmt 
und nicht wie bei allen anderen Synthesen durch gravimetrische Bestimmung der Masse der Produkte. 
Charakterisierung:  
Retentionszeiten: HPLC: 23,6 min; UHPLC: 2,80 min 
MS‐Fragmentierung: [M+H]+ m/z 481,075, [M−Desoxyribose]+ m/z 365,200,  
[M−[15N5]dA]+ m/z 225,100  
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15N5‐markiertes 2′‐Desoxyguanosin ([15N5]dG) (1,192 mg; 4,38 µmol) wird zusammen mit 2,569 mg 
(11,5 µmol) β‐Asaronepoxid direkt eingewogen und mit 50 µl DMSO versetzt. Nach kurzem 
Durchmischen der Reaktionsmischung wird diese mit 500 µl einer 10 mM Ammoniumcarbonat‐
Lösung (pH 9) versetzt und bei 37 °C über Nacht gerührt. Das Reaktionsgemisch wird mittels 
semi‑präparativer HPLC (Methode Kapitel 7.2.3) aufgereinigt und die vereinigten 
Produktfraktionen mittels Vakuumzentrifugation auf ein Volumen von 5–10 ml reduziert. Die 
Konzentration des erhaltenen [15N5]N2‐1′‐OH‐2H‐A‐dG wird mittels HPLC‐UV/VIS (Methode Kapitel 
7.2.1) mit dem unmarkierten Addukt als Referenz bestimmt. Die Identität der Addukte wurde 
zusätzlich massenspektrometrisch bestätigt. 
Ausbeute:  1,15 mg* (2,32 µmol, 53 %) 
M(C22H2915N5O8) = 496,49 g/mol 
*Die Ausbeute wurde aufgrund der berechneten Konzentration in der Lösung und deren Volumen bestimmt 
und nicht wie bei allen anderen Synthesen durch gravimetrische Bestimmung der Masse der Produkte. 
Charakterisierung:  
Retentionszeiten: HPLC: 22,4 min; UHPLC: 2,50 min 
MS‐Fragmentierung:  [M+H]+ m/z 497,091, [M−Desoxyribose]+ m/z 381,200,    
   [M−[15N5]dG]+ m/z 225,100 
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7.2 Analytische Methoden 
Alle im Folgenden genannten Methoden sind die für die gestellte Frage final entwickelten 
Methoden. Im Laufe der Promotion wurde eine Vielzahl an Methoden, sowohl für die analytische 
und präparative HPLC‐UV/VIS als auch für die HPLC gekoppelt mit Massenspektrometrie an 
unterschiedlichen in der Fachrichtung vorhandenen Geräten entwickelt. Die Methodenentwicklung 
war wichtig, um die gewünschte chromatographische Trennung und die bestmögliche Detektion zu 
erlangen und ist in den Kapiteln 4.4.3 und 4.4.4 beschrieben. 
7.2.1 HPLC‑UV/VIS-Methode 
Zur Untersuchung der Reaktivität der Asaronepoxide gegenüber Nukleosiden wurde ein HPLC-
UV/VIS-Methode entwickelt und verwendet. Die Arbeiten an der analytischen HPLC gekoppelt mit 
einem UV/VIS-Detektor wurden mit einem Waters HPLC System bestehend aus einem Autosampler 
(717plus), einer quaternären Pumpe (600 Controller) und einem Jasco UV/VIS‑Detektor (UV 975) 
durchgeführt. Die Parameter der Methode sind in Tabelle 7-2 aufgeführt. Die Auswertung erfolgte 
mittels Clarity Lite Software (DataApex). 
Tabelle 7-2: Parameter der HPLC-UV/VIS-Methode zur Untersuchung der Reaktivität von Asaronepoxiden gegenüber 
Nukleosiden.  
Säule LiChrospher® 100 RP 18, 125 mm x 4 mm, 5 µm (Merck KGaA)  
Vorsäule LiChrospher® 100 RP 18, 4 mm x 4 mm, 5 µm (Merck KGaA) 
Injektionsvolumen 5–20 µl (je nach Analyse) 
Flussrate 600 µl min−1 
Fließmittel A 0,1%ige wässrige Ameisensäure 
Fließmittel B Methanol, HPLCgrade 
Detektionswellenlänge 275 nm 
Zeit [min] 0 5 15 35 36 40 
Fließmittel A [%] 99 99 30 30 99 99 
Fließmittel B [%] 1 1 70 70 1 1 
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7.2.2 Präparative HPLC 
Zur präparativen Aufarbeitung der synthetisieren Addukte N6-1′-OH-2H-A-dA und N2-1′OH-2H-A-
dG wurde eine präparative HPLC der 1200er Serie (Agilent Technologies) bestehend aus zwei 
präparativen Pumpen (G1361A), einem Multiwellenlängendetektor (MWD) (G1315A) und einem 
automatischen Fraktionensammler (G1346B) verwendet. Die Injektion erfolgte über einen 
manuellen Injektor mit einer 10 ml Probenschleife. Für die beiden Addukte mussten 
unterschiedliche Gradienten verwendet werden, deren Parameter aus den Tabellen Tabelle 7-3, 
Tabelle 7-4 undTabelle 7-5 entnommen werden können. 
Tabelle 7-3:  Parameter der präparativen HPLC-Methode zur Isolierung der Synthesegemische von N6-1′-OH-2H-A-dA und 
N2-1′-OH-2H-A-dG. 
Säule VDSpher PUR C18-SE, 250 mm x 20 mm, 5 µm (VDS Optilab)  
Injektionsvolumen 10 ml 
Fließmittel A H2Odd 
Fließmittel B Methanol, HPLCgrade 
Fließmittel C Acetonitril, HPLCgrade 
Detektionswellenlänge 275 nm (360 nm) 
 
Tabelle 7-4:  Gradient der präparativen Aufarbeitung von N2-1′-OH-2H-A-dG. 
Zeit [min] 0 2 40 41 43 44 51 
Fließmittel A [%] 90 90 30 5 5 90 90 
Fließmittel B [%] 10 10 70 95 95 10 10 
Flussrate [ml min−1] 1 15 15 15 15 15 15 
 
Tabelle 7-5: Gradient der präparativen Aufarbeitung von N6-1′-OH-2H-A-dA. 
Zeit [min] 0 1 30 40 45 46 52 
Fließmittel A [%] 85 85 85 60 60 85 85 
Fließmittel C [%] 15 15 15 40 40 15 15 
Flussrate [ml min−1] 1 15 15 15 15 15 15 
Es wurden Fraktionen über die Dauer von einer Minute über den Bereich, in welchem die Addukte 
eluierten gesammelt. Die Messungen und Auswertungen wurden mit der Software „Chemstation for 
LC‐Systems“ (Agilent Technologies) durchgeführt. 
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7.2.3 Semi‐präparative HPLC 
Zur präparativen Aufarbeitung der isotopenmarkierten Addukte [15N5]N6‐1′‐OH‐2H‐A‐dA und 
[15N5]N2‐1′‐OH‐2H‐A‐dG wurde ebenfalls mit dem obengenannten Agilent 1200 System gearbeitet. 
Der manuelle Injektor wurde für diese Aufarbeitung mit einer Probenschleife mit einem Volumen 
von 2 ml ausgestattet. Für die beiden Addukte mussten unterschiedliche Gradienten verwendet 
werden, deren Parameter aus den Tabellen Tabelle 7-6, Tabelle 7-7 und Tabelle 7-8 entnommen 
werden können. Es wurden Fraktionen über die Dauer von einer Minute über den Bereich, in 
welchem die Addukte eluierten gesammelt. Die Detektion erfolgte bei einer Wellenlänge von 
275 nm und einer Referenzwellenlänge von 360 nm. Die Messungen und Auswertungen wurde mit 
der Software „Chemstation for LC‐Systems“ (Agilent Technologies) durchgeführt. 
Tabelle 7-6: Parameter der semi-präparativen Aufarbeitung von [15N5]N6‐1′‐OH‐2H‐A‐dA und [15N5]N2‐1′‐OH‐2H‐A‐dG. 
Säule ReproSil 100 C18, 250 mm x 10 mm, 5 µm (Dr. Maisch GmbH)  
Injektionsvolumen 2 ml 
Fließmittel A H2Odd 
Fließmittel B Methanol, HPLCgrade 
Fließmittel C Acetonitril, HPLCgrade 
Detektionswellenlänge 275 nm (360 nm) 
 
Tabelle 7-7:  Gradient der semi-präparativen Aufarbeitung von [15N5]N2‐1′‐OH‐2H‐A‐dG. 
Zeit [min] 0,00 1,00 3,16 46,26 46,38 53,07 53,18 60,18 
Fließmittel A [%] 95 95 95 30 5 5 95 95 
Fließmittel B [%] 5 5 5 70 95 95 5 5 
Flussrate [ml min−1] 1 5 5 5 5 5 5 5 
 
Tabelle 7-8: Gradient der semi-präparativen Aufarbeitung von [15N5]N6‐1′‐OH‐2H‐A‐dA. 
Zeit [min] 0,00 0,57 22,32 29,82 33,57 34,32 38,32 
Fließmittel A [%] 85 85 85 60 60 85 85 
Fließmittel C [%] 15 15 15 40 40 15 15 
Flussrate [ml min−1] 1 5 5 5 5 5 5 
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7.2.4 HPLC‐ESIpos‐MS/MS 
Mittels HPLC‑ESIpos‑MS/MS wurde der Gehalt an 2′‑Desoxyguanosin in den DNA‑Hydrolysaten 
bestimmt. Hierfür wurde eine bestehende HPLC‐ESI+‐MS/MS‐Methode weiterentwickelt und 
hinsichtlich Messdauer und Injektionsvolumen optimiert. Zur Messung der in‐vitro‑Studie (Kapitel 
4.5) wurde ein HPLC‑MS/MS‑System bestehend aus einer Agilent 1100 HPLC‑Anlage, ausgestattet 
mit einem Autosampler (G1313A), einer quaternären Pumpe (G1311A) und einem Säulenofen 
(G1316A), gekoppelt mit einem API 2000 Triple‑Quadrupol‑Massenspektrometer (Applied 
Biosystems) verwendet. Die Trennung erfolgte über eine LiChrospher® 100 RP 18 Säule (Merck 
KGaA) mit einer Partikelgröße von 5 µm und in den Dimensionen 4,0 x 125 mm sowie die 
korrespondierende Vorsäule in den Dimensionen 4,0 x 4,0 mm. Die mobile Phase bestand aus 
0,2%iger wässriger Ameisensäure (Fließmittel A) und Methanol (Fließmittel B). Die Messung 
erfolgte bei einer konstanten Säulenofentemperatur von 20 °C, einem Injektionsvolumen von 5 µl 
und einer Flussrate von 0,75 ml min−1. Der Gradient verlief von den Startbedingungen, 10 % 
Fließmittel B, innerhalb von 6 min linear auf 80 % Fließmittel B, gefolgt 7 Minuten isokratisch bei 
95 % Fließmittel B und einem 5‐minütigen Äquilibrierungsschritt. Die massenspektrometrische 
Detektion erfolgte nach Elektronenspray‐Ionisierung im positiven Modus im MRM-Modus. Zur 
Datenerfassung und ‐auswertung wurde die Analyst Software, Version 1.6.2, (AB Sciex) verwendet. 
Folgende gerätespezifischen Parameter wurden ausgewählt: ion spray voltage 4200 V; ion source 
temperature 400 °C; curtain gas 20 psi; nebulizer gas 30 psi, heater gas 35 psi, collisionally acitvated 
dissociation gas 2 psi. Die substanzspezifischen Parameter von 2′‐Desoxyguanosin und 
[15N5]2′‐Desoxyguanosin sind Tabelle 7-9 zu entnehmen. 
Tabelle 7-9: Substanzspezifische MS-Parameter der Quantifizierung von dG und [15N5]dG in DNA-Hydrolysaten. API 2000 
(Applied Biosystems). 
 Q1 Q3 DP FP EP CEP CE CXP 
dG 268,175 151,9# 6 350 4,5 12 15 18 
 268,175 134,9 6 350 4,5 12 47 20 
[15N5]dG 273,083 157,3# 26 370 4,0 20 17 4 
 273,083 138,9 26 370 4,0 20 49 4 
Q1, Quadrupol 1 [m/z]; Q3, Quadrupol 3 [m/z]; DP declustering potential [V]; FP focusing potential; EP, entrance potential [V]; CEP 
collision cell entrance potential [V]; CE collision energy [eV]; CXP cell exit potential [V] 
# Übergang, welcher als Quantifier verwendet wurde. 
7.2.5 UHPLC‐ESIpos‐MS/MS 
Zur Detektion und Quantifizierung der DNA‑Addukte in pRH wurde folgende UHPLC‑ESIpos‑MS/MS 
Methode entwickelt und etabliert. Dies erfolget an einer UHPLC‑MS‑Anlage bestehend aus einem 
Agilent 1290 infinity UHPLC System, ausgestattet mit einer binären Pumpe (G4220A), einem 
Autosampler (G4226A) und einem Säulenofen (G1316C), gekoppelt mit einem QTrap 5500 
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Massenspektrometer (AB Sciex). In Tabelle 7-10 sind die UHPLC-Parameter der Methode 
aufgeführt. 
Tabelle 7-10:  UHPLC-Parameter der Quantifizierung von N6-1′-OH-2H-A-dA und N2-1′-OH-2H-A-dG in DNA-Hydrolysaten. 
Säule U‑VDSpher PUR C18‑E, 50 mm x 4 mm, 1,8 µm (VDS Optilab)  
Vorsäule U‑VDSpher PUR C18‑E, 4 mm x 4 mm, 1,8 µm (VDS Optilab) 
Injektionsvolumen 5 µl  
Säuleofentemperatur 25 °C 
Flussrate 800 µl min−1 
Fließmittel A 0,1%ige wässrige Essigsäure, LC-MSgrade 
Fließmittel B Methanol, LC-MSgrade 
Zeit [min] 0,00 1,00 1,20 3,50 3,51 5,00 5,01 7,00 
Fließmittel A [%] 90 90 50 20 5 5 90 90 
Fließmittel B [%] 10 10 50 80 95 95 10 10 
Die massenspektrometrische Detektion erfolgte nach Elektrospray‐Ionisierung im positiven Modus 
im MRM-Modus. Zur Datenerfassung und -auswertung wurde die Analyst Software, Version 1.6.1 (AB 
Sciex) verwendet. Folgende gerätespezifischen Parameter werden ausgewählt: ion spray voltage 
5500 V; ion source temperature 500 °C; curtain gas 25 psi; nebulizer gas 65 psi, heater gas 60 psi, 
collisionally acitvated dissociation gas medium. Die substanzspezifischen Parameter von 
N2‐1′‐OH‐2H-A-dG und N6-1′-OH-2H-A-dA sowie deren stabile-isotopenmarkierten Analoga sind 
aus Tabelle 7-11 zu entnehmen. 
Tabelle 7-11: Substanzspezifische Parameter der Quantifizierung von N2‐1′‐OH‑2H‐A‐dG, N6‐1′‐OH‐2H‐A‐dA,  
[15N5]N2‐1′‐OH‐2H‐A‐dG und [15N5]N6‐1′‐OH‐2H‐A‐dA in DNA-Hydrolysaten. 
Q1, Quadrupol 1 [m/z]; Q3, Quadrupol 3 [m/z]; DP declustering potential [V]; EP entrance potential [V]; CE collision energy [eV];  
CXP cell exit potential [V]           
# Übergang, welcher als Quantifier verwendet wurde. 
Mit dieser Methode konnte ein LOD von 1 bzw. 2 Addukten pro 108 Nukleosiden, welches einer 
Konzentration von 20 pM und 40 pM entspricht, für N2‑1′‑OH‑2H‐A‐dG bzw. N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA 
erreicht werden. Das LOQ lag bei 2 bzw. 11 Addukten pro 108 Nukleosiden für das dG‑ bzw. das 
dA‑Addukt, entsprechend einer Konzentration von 40 pM und 200 pM.  
 Q1 Q3 DP EP CE CXP 
N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG 492,142 225,000 76 10 27 18 
 492,142 367,100# 76 10 17 20 
N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA 476,083 225,000# 101 10 25 18 
 476,083 360,200 101 10 23 18 
[15N5]N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG 497,091 225,100 36 10 27 18 
 497,091 381,200# 36 10 15 18 
[15N5]N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA 481,075 365,200# 116 10 23 18 
 481,075 225,100 81 10 23 16 
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7.3 Primäre Rattenhepatozyten 
Alle Arbeiten mit pRH erfolgten mit sterilen Materialen in einer Sicherheitswerkbank. Alle 
verwendeten Lösungen wurden in autoklavierten Flaschen oder steril bezogenen 
Verbrauchsmaterialien angesetzt und gegebenenfalls vor Gebrauch membranfiltriert. 
Als Versuchstiere dienten männliche Wistar‐Ratten, welche beim Versuch ein Körpergewicht (KG) 
zwischen 160 g und 240 g aufwiesen .Alle verwendeten Ratten stammten vom Züchter Janvier Labs 
(Route du Genest, 53940 Le Genest‑Saint‑Isle, Frankreich) und wurden von der Anlieferung bis zur 
Organentnahme im Tierhaus der Technischen Universität Kaiserslautern gehalten.  
7.3.1 Kollagenaseperfusion, Kultivierung und Inkubation 
Chemikalien und Lösungen 




ad 100 ml; pH = 7 
Heparin-Lösung 1000 U ml−1 in 0,9 % NaCl-Lösung  




ad 100 ml; pH = 7,4 
Kollagenase 100 CDU ml−1 
Einwaage je nach Aktivität der 
Charge 
Kulturmedium 







(ab Jan. 2015) 
hergestellt nach Priest und Geisbuhler (2015)  
Pentobarbital-Lösung 











DMEM low glucose mit Phenolrot 




Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) 
1 M HEPES-Lösung 

















ad 1 l; pH = 7,4 
Rattenschwanzkollagen-
Lösung 
0,5 g l−1 in 0,1%iger wässriger Essigsäure  
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Trypanblau 0,1%ige Fertiglösung  
Waschpuffer 
DMEM high glucose ohne Phenolrot mit HEPES 






Die zur Kultivierung verwendeten pRH wurden durch Kollagenaseperfusion der Leber einer 
männlichen Wistar‐Ratte (160–240 g KG) gewonnen (modifiziert nach Seglen, 1976). Zu Beginn 
wurden die Perfusionspuffer, der Waschpuffer und das Kulturmedium im Wasserbad auf 42 °C 
erwärmt. Das Tier wurde durch eine i. p.‐Injektion mit Pentobarbital (0,1 µg (g KG)-1) betäubt. Nach 
Sicherstellung einer tiefen Narkose mit chirurgischer Toleranz, welche durch Aussetzen des 
Schwanzwurzelreflexes bestätigt wurde, wurde das Abdomen so geöffnet, dass keine Organe 
beschädigt wurden und die Öffnung in Kopfrichtung nur bis kurz vor das Zwerchfell erfolgte. 
Zunächst wurden alle störenden Organe wie Magen, Dünndarm, Blinddarm und Dickdarm vorsichtig 
auf die Seite bewegt, um eine freie Sicht auf die Leber und deren zu‐ und abführenden Blutgefäße 
zu erhalten. Nach Legen einer lockeren Ligatur um die Pfortader (vena porta hepatica) und die untere 
Hohlvene (vena cava inferior) wurden unterhalb der Ligatur 0,1 ml der Heparin‐Lösung in die 
Hohlvene injiziert, womit ein Gerinnen des Blutes während der Perfusion verhindert werden sollte. 
Im Anschluss wurde über eine Venenverweilkanüle (Braunüle, Vasofix), welche mit der zuvor 
gelegten Ligatur stabilisiert wurde, der Perfusionspuffer 1 mit einer Flussrate von 3,6 ml min−1 über 
die Pfortader in die Leber geleitet. Die Hohlvene wurde unterhalb der Ligatur eröffnet und die Leber 
wurde bei einer Flussrate von 40 ml min−1 blutfrei gespült. Während des Spülens der Leber mit 
Perfusionspuffer 1 wurde das Zwerchfell eröffnet und eine weitere Ligatur um die Hohlvene 
zwischen Leber und Herz gelegt. Die untere Ligatur der Hohlvene wurde verschlossen und durch 
Eröffnen des rechten Atriums und Legen einer zweiten Venenverweilkanüle durch das Atrium in die 
Hohlvene, welche mit einem Rückflussschlauch verbunden war, wurde eine zirkulierende Perfusion 
erreicht. Dem Perfusionspuffer 2 wurde Kollagenase zugesetzt und zur zirkulierenden Perfusion der 
Leber eingesetzt. Dies erfolgte für 7–10 min bis eine netzartige Oberfläche der Leberlappen zu 
erkennen war. Die Leber wurde daraufhin vorsichtig freipräpariert, die Leberkapsel unter 
bestmöglich sterilen Bedingungen unter der Sicherheitswerkbank über einem Nylonnetz (250 µm) 
geöffnet und die Leberzellen mit Waschpuffer unter Zuhilfenahme eines Zellschabers, 
hindurchgespült. Hierbei wurden Bindegewebe und Leberkapselbestandteile entfernt. Die 
Zellsuspension wurde vorsichtig durch ein zweites Nylonnetz (100 µm) gespült. Die so gewonnene 
Zellsuspension wurde auf vier Zentrifugenröhrchen (50 ml) verteilt und mit Waschpuffer aufgefüllt. 
Das Abtrennen der toten Zellen aus der Zellsuspension erfolgte durch Sedimentation für 3 min bei 
300 rpm und 25 °C. Bei der Aufarbeitung entstandene Zellfragmente sind leichter als intakte 
Hepatozyten und sedimentieren unter diesen Bedingungen nicht ins Pellet und konnten daher mit 
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dem Überstand entfernt werden. Der Überstand wurde abgesaugt und das Pellet vorsichtig in 
frischem Waschpuffer (30 ml) gelöst und unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das 
resultierende Pellet wurde erneut in 30 ml Waschpuffer resuspendiert und bei 500 rpm für 3 min 
zentrifugiert. Nachdem die so gewonnen Zellpellets in ein Zentrifugenröhrchen vereinigt wurden, 
erfolgte eine Dichtegradienten‐Zentrifugation mit Percoll® bei 2100 rpm (Dalet, Fehlmann, und 
Debey, 1982). Hierbei erfolgte eine Trennung der lebenden Hepatozyten von Zellfragmenten und 
freien Enzymen, die später die Kultivierung beeinträchtigen könnten. Das Sediment der 
Percoll®‑Zentrifugation wurde in 20 ml Waschpuffer aufgenommen und vorsichtig resuspendiert. 
Die Gesamtzellzahl und die Vitalität wurde lichtmikroskopisch in einer 
Fuchs‑Rosenthal‑Zählkammer nach Färbung mit Trypanblau bestimmt. Hierbei wurden nur die 
toten Zellen blau angefärbt, da hier der Farbstoff durch die beschädigte Zellmembran in die Zellen 
eindringen kann. Nach dem Auszählen ergabt sich der Vitalitätsfaktor aus dem Quotienten zwischen 
Lebendzellzahl und Gesamtzellzahl. Durch Multiplikation der Gesamtzellzahl pro ml mit dem 
Vitalitätsfaktor wird die Anzahl vitaler Zellen pro ml erhalten. 
Die so gewonnenen Zellen wurden im Kulturmedium suspendiert und in Zellkulturschalen ausgesät. 
Die verwendeten 100‑mm‑Zellkulturschalen wurden zuvor mit Rattenschwanzkollagenlösung 
benetzt und über Nacht in der unter UV‐Licht getrocknet. Pro Zellkulturschale wurden 7 Mio. Zellen 
in 7 ml Kulturmedium ausgesät und im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und einer relativen 
Luftfeuchtigkeit von 97 % für 3–4 h anwachsen gelassen.  
Nach einem Mediumwechsel erfolgte die Inkubation der pRH mit α‐ und β‐Asaron in den 
Endkonzentrationen 10 µM, 50 µM, 100 µM und 200 µM. Weiter wurde eine Lösungsmittelkontrolle 
(0,1 % DMSO) und eine Mediumkontrolle mitgeführt. Die Inkubationen erfolgten immer in 
Triplikaten und wurden für die Zeitpunkte 1 h, 6 h, 24 h und 48 h durchgeführt. Am Ende der 
Inkubationszeit wurden die Zellkulturschalen auf Eis rasch mit eisgekühlter 0,9 % NaCl‑Lösung 
gewaschen und die Zellkulturschalen möglichst trocken und schnell bei −80 °C eingefroren und dort 
bis zur Aufarbeitung gelagert. 
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7.3.2 DNA‑Isolierung 
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Zur Vorbereitung der DNA‑Isolierung wurde ein Wasserbad auf 55 °C vorgewärmt und in die 
vorbereiteten 2 ml‑Reaktionsgefäße wurde 15 µl Proteinase‐K‐Lösung vorgelegt. Die 
Zellkulturschalen wurden auf Eis gelagert und die Zellen mit 800 µl Lysepuffer und unter 
Zuhilfenahme eines Zellschabers von der Zellkulturschale gelöst und in das 2 ml‑Reaktionsgefäß 
überführt. Nach Zugabe von 5 µl RNase A‐Lösung und vorsichtigem Durchmischen wurde die 
Lösung für 2–4 h bei 55 °C im Wasserbad belassen, bis ein klares Lysat vorzufinden war. Das klare 
Lysat wurde auf RT abkühlen gelassen, mit 800 µl Extraktionslösung 1 versetzt und für 10 s 
gevortext. Der nach 10‑minütiger Zentrifugation bei 14000 rpm und RT resultierende wässrige 
Überstand wurde in ein 2‑ml‑Reaktionsgefäß überführt, in welchem zuvor 5 µl RNase A‑Lösung 
vorlegt wurden. Nach Inkubation für 20 min bei RT wurden 700 µl der Extraktionslösung 2 
hinzugefügt und 10 s gemischt. Nach erneuter Zentrifugation bei 14000 rpm für 10 min bei 4 °C 
wurde der wässrige Überstand in ein 2‑ml‑Reaktionsgefäß überführt und auf Eis gestellt. Zum Fällen 
der DNA wurden 1,2 ml −20 °C kaltes Ethanol (99,5 %) hinzugegeben. Das entstandene DNA‑Pellet 
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wurde nach Zentrifugation (14000 rpm für 10 min bei 4 °C) vollständig vom Überstand befreit und 
in 250 µl autoklaviertem H2Odd gelöst. Wenn sich diese nicht bei RT lösten wurden die Proben auf 
42 °C im Thermomix (600 rpm) erwärmt. Die so erhaltenen DNA‐Lösungen wurden mit 25 µl 
Natriumacetatlösung (3 M) und 250 µl Isopropanol versetzt, um die DNA erneut auszufällen. Nach 
Zentrifugation bei 14000 rpm bei 4 °C für 10 min wurde das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen 
und bei RT trocknen gelassen. Das getrocknete DNA‐Pellet wurde in 50 µl autoklaviertem H2Odd 
resuspendiert und über Nacht im Kühlschrank bei 4 °C gelagert.  
Die DNA‑Konzentration wurde im Anschluss spektrophotometrisch mit einem NanoDrop 1000 
(Thermofisher Scientific) bestimmt. Hierbei wurde über die Absorption bei 260 nm die 
Konzentration der DNA‐Probe berechnet. Weiter gab das Verhältnis der Absorption von 260 nm zu 
280 nm Aufschluss über die Reinheit der DNA. Im Allgemeinen wurde ein Wert von 1,8 für reine 
DNA angenommen. Alle Proben, die weiter zur Hydrolyse eingesetzt wurden, mussten einen 
260/280‐Verhältnis zwischen 1,75 und 1,84 aufweisen. War das nicht der Fall, wurde mit einer 
erneuten Isopropanol‐Fällung eine Aufreinigung durchgeführt. Probe, die dadurch nicht eine 
260/280‐Verhältnis von 1,75–1,84 erreichten wurden verworfen. Weiter wurde der 
260/230‑Absorptionsquotient bestimmt, welcher Hinweise auf organische Verunreinigungen gibt. 
Er sollte einen Wert zwischen 1,8 und 2,2 aufweisen. Alle Proben mussten einen 260/230‐
Quotienten von 1,8–2,2 aufweisen, andernfalls wurden diese nicht zur enzymatischen Hydrolyse 
eingesetzt. 
7.3.3 Enzymatische Hydrolyse und Probenvorbereitung 
Die enzymatische Hydrolyse der DNA-Proben erfolgte nach einem modifizierten Protokoll nach 
Schumacher et al. (2013). Hierfür wurde aus den DNA‐Proben 30 µg DNA in ein 
1,5 ml‑Reaktionsgefäß überführt, in welches die isotopenmarkierten Standards 
[15N5]N2‑1′‑OH‑2H‑A‑dG (50 fmol), [15N5]N6‑1′‑OH‑2H‑A‑dA (50 fmol) und [15N5]dG (2 nmol) 
vorgelegt wurden. Die Differenz zu 135 µl wurde mit H2Odd aufgefüllt. Im Anschluss wurden 39 µl 
Pufferlösung (100 mM Natriumsuccinat, 50 mM CaCl2, pH 6,0) hinzugegeben und für 10 s 
durchmischt. Nach der Zugabe von 7,95 µl micrococcaler Nuklease (1 U/5 µl) und 12,6 µl 
Phosphodiesterase II (5 mU/µl) wurde der Ansatz leicht durchmischt und bei 37 °C für 18 h 
inkubiert. Nach kurzem Abkühlen auf RT wurde die Probe mit 93 µl TRIS‑Puffer (0,5 M, pH 10,9) 
versetzt. Die Inkubation mit alkalischer Phosphatase (18 µl, 1 mU/µl) erfolgte unter den gleichen 
Bedingungen für weiter 24 h. 
Nach abgeschlossener Hydrolyse wurde das Hydrolysat auf Eis mit 500 µl eisgekühltem Ethanol 
(99,5 %) versetzt, um Proteine zu fällen. Nach Zentrifugation (10 min, 22000 g, 4 °C) wurde der 
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Überstand vorsichtig in ein 1,5‑ml‑Reaktionsgefäß überführt und das Lösungsmittel mittels 
Vakuumzentrifuge (Concentrator Plus, Eppendorf) vollständig entfernt. Der Rückstand wurde in 
50 µl 75 % Methanol versetzt mit 0,1%iger wässriger Essigsäure aufgenommen und resuspendiert. 
Nach Zentrifugation (10 min, 22000 g, 4 °C) wurde der Überstand direkt zur Messung mittels 
UHPLC‑ESIpos‑MS/MS (vgl. Kapitel 7.2.5) eingesetzt. Der dG‑Gehalt der Probe wurde anschließend 
mittels HPLC‑ESIpos‑MS/MS bestimmt (vgl. Kapitel 7.2.4). 
War es aus organisatorischen Gründen nicht möglich die aufgearbeiteten Proben direkt zu 
vermessen, so wurden die trockenen Rückstände bei 4 °C gelagert und ebenfalls unmittelbar vor der 
Messung gelöst. 
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Anhang 
Zur Ressourceneinsparung befinden sich alle aufgenommenen 1H-NMR-Spektren, 
Chromatogramme und MS-Spektren im digitalen Anhang auf beiliegender Daten CD. Weiter 
befinden sich dort alle Rohdaten und alle Berechnungen der in-vitro-Studie. 
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